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RESUMEN

Introduccion: Las especies del género Enterococcus han evolucionado como miembros
altamente adaptados de los consorcios gastrointestinales de una amplia variedad de hospederos:
mamiferos, aves, reptiles e insectos, sin embargo, por razones que no estan del todo claras, en
la década de 1970 fueron causa de infecciones hospitalarias multirresistentes. E. faecalis y E.
faecium son clinicamente prevalentes e importantes patdogenos nosocomiales. Son especies
vigorosas capaces de sobrevivir en nichos bioldgicos importantes, como el tracto
gastrointestinal humano, y en condiciones ambientales rigurosas, facilitando su propagacién
entre el ambiente hospitalario y comunitario. EI gen que codifica para ARNr 16S es utilizado
en estudios filogenéticos, debido a su bajas tasa de mutacion. Sin embargo, la diferenciacién
entre especies del género Enterococcus es dificil, al utilizar este gen. Objetivo: Evaluar la
variabilidad del gen ARNr 16S en Enterococcus spp. mediante estimaciones filogenéticas y
entropia de Shannon. Metodologia: Los conjuntos de datos in-silico de secuencias fueron
tomadas de bases de datos publicas, y se analizaron las subregiones ARNr 16S comunmente
objetivo, mediante estimaciones filogenéticas y el calcul6 de la entropia de Shannon, se comparo
la precision taxondmica lograda del gen ARNr 16S completo de cepas de Enterococcus spp. con
la utilizacion de marcadores denominados como similares al ARNr 16S. Finalmente se utilizo
el método de aprendizaje de maquinas supervisado oligotipificacion de las regiones V2-V8.
Resultados: Se colectaron 10,551 secuencias de las bases SILVA, RDP y Greengenes. Se
obtuvo un arbol filogenético con una topologia conformada por 4 supergrupos y dos grupos
menores: supergrupo E. faecium, supergrupo E. faecalis, supergrupo E. casseliflavus y
supergrupo E. dispar, asi como los grupos E. cecorum y E. aquimarinus. Las regiones

hipervariables V2, V3 'y V8, V9 resultaron ser similares al ARNr 16S, la comparacion entre los

XV



arboles filogenéticos de los respectivos marcadores similares contra el gen completo, ofrecio
una resolucion similar entre ambas estimaciones. La oligotipificacion, determino la ubicacion
de 13 posiciones dentro de la region V2, que poseen el poder resolutivo para 55% de las especies
del género Enterococcus. Ademas de generar 43 oligotipos, que lograron identificar a 31
Enterococcus spp. en la base de datos GenBank. Conclusiones: La implementacion de la
oligotipificacion logro la obtencion de un fragmento de 105 nucleétidos como posible marcador
para la identificacion de Enterococcus spp.

Palabras clave: ARNr 16S, Estimaciones filogenéticas, entropia de Shannon,

oligotipificacion.
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ABSTRACT

Background: Species of the genus Enterococcus had evolved as highly adapted members of the
gastrointestinal consortia of a wide variety of hosts: mammals, birds, reptiles, and insects;
However, for reasons that are not entirely clear, in the 1970's they were the cause of Multidrug-
resistant hospital infections. E. faecalis and E. faecium are clinically prevalent and nosocomial-
significant pathogens. Species are vigorous and capable of biologically surviving in important
niches, such as the human gastrointestinal tract, and harsh environmental conditions, facilitating
their spread between hospital and community environments. The 16S rRNA has been used in
phylogenetic analyses due to its low mutation rate. However, differentiation between species of
the genus Enterococcus is difficult when using this gene. Objective: To evaluate the variability
of the 16S rRNA gene in Enterococcus spp. using phylogenetic estimates and Shannon entropy.
Methods: In-silico sequence datasets were taken from public databases, and 16S rRNA
subregions were analyzed using phylogenetic estimates and Shannon entropy, comparing the
achieved taxonomic precision of 16S rRNA complete gene in Enterococcus spp. against the 16S
rRNA-like markers. Finally, has done a supervised machine learning method; oligotyping
analyses of the V2-V8 regions. Results: 10,551 sequences from SILVA, RDP, and Greengenes
databases were collected. A phylogenetic tree was estimated and showed four supergroups and
two smaller groups topology: E. faecium supergroup, E. faecalis supergroup, E. casseliflavus
supergroup, and E. dispar supergroup, as well as the E. cecorum and E. aquimarinus groups.
The hypervariable regions V2, V3, V8, and V9, turned out to be similar to the 16S rRNA, and
a comparison between both phylogenetic trees, the similar marker ones against the complete
gene tree proposed a similar resolution in both estimates. Oligotyping determined the location

of 13 positions within the V2 region, which has the resolving power for 55% of the species of
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the genus Enterococcus. In addition, it generated 43 oligotypes and identity managed to 31
Enterococcus spp. in the GenBank database. Conclusions: The implementation of oligotyping

managed to obtain a fragment of 105 nucleotides as a possible molecular identification marker

for Enterococcus spp.

Keywords: 16S rRNA, phylogenetic estimates, Shannon entropy and oligotyping
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I. INTRODUCCION

Enterococcus se considera como un género bacteriano antiguo que co-evoluciono en
una amplia gama de huéspedes, lo que sugiere que eran miembros centrales del microbioma
intestinal del Gltimo ancestro comun de mamiferos, reptiles, aves e insectos, que existio en
el periodo Devdnico temprano, hace mas de 400 millones de afios (Gilmore et al., 2013).
Estan altamente adaptados a vivir en ambientes complejos y a sobrevivir en condiciones
adversas. Su morfologia se describe como cocos Gram positivos, catalasa negativos, que se
agrupan en parejas o en cadenas cortas. Los Enterococcus son auxotrofos para muchos
aminoacidos, vitaminas y micronutrientes, los genomas de las cepas comensales tienen solo
2.75 Mb. También pueden sobrevivir y crecer en una amplia gama de temperaturas y pH asi
mismo en condiciones tanto hiperténicas como hipotdnicas; sus habitats incluyen huéspedes
animales, asi como plantas, suelo, agua, productos fabricados por el hombre, incluyendo
alimentos fermentados y productos lacteos. En el habitat acuatico, la presencia de algunas
especies de Enterococcus en alimentos de origen marino es indicativo de contaminacion fecal
(Larrea-Murrell et al., 2013). Han surgido cepas de Enterococcus resistentes a los
antibidticos, y con una regularidad alarmante se aislan cepas con nuevos mecanismos de
resistencia. Por ello, la relacidn entre el uso no terapéutico de antibidticos y la aparicién de
Enterococcus en diversos habitats no humanos reviste un gran interés.

La taxonomia de los Enterococcus ha cambiado considerablemente en los Gltimos
diez afios, el género incluye ahora mas de cincuenta especies distintas con diversos habitats,
tropismos, caracteristicas metabolicas y fenotipicas con base en la taxonomia bacteriana
LPSN - List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature (Parte et al., 2020;

Disponible en Ipsn.dsmz.de/genus/enterococcus).


https://lpsn.dsmz.de/genus/enterococcus

La importancia del género Enterococcus se debe a aquellas especies que contindan
siendo patdgenos nosocomiales, por ejemplo E. faecalis y E. faecium que son clinicamente
prevalentes causantes de graves infecciones en el humano que van desde endocarditis hasta
bacteriemias (Gilmore et al., 2013; O'Driscoll y Crank, 2015). Debido a la propagacion de
estos patdgenos oportunistas que albergan genes de resistencia a vancomicina de alto nivel,
mas alla de los hospitales, hacia la comunidad en general y a los hébitats asociados al ser
humano es una amenaza potencial para la salud pablica (Gilmore et al., 2014).

En labores de identificacion bacteriana, el gen ARNr 16S ha sido un pilar en el analisis
basado en secuencias durante décadas (Johnson et al., 2019). A pesar de la amplia utilizacion
del gen, dentro de este género, existen conflictos para establecer la filogenia en especies
estrechamente relacionadas y como es bien sabido que las especies bacterianas con genes
ARNr 16S idénticos pueden representar distintos ecotipos con diferencias en las propiedades
de virulencia y otros rasgos fenotipicos (Jaspers y Overmann, 2004). En este sentido, la
sensibilidad del gen ARNr 16S es limitada, pero especifica; se ha demostrado que incluso
una diferencia de nucleétidos a nivel del gen ARNr 16S puede ser un indicador de una cepa
ecoldgicamente distinta (Ward, 1998). Ademas, existe una correlacion entre la divergencia
del gen ARNr 16S vy el contenido general de genes (Konstantinidis y Tiedje, 2007). Por lo
que en el presente trabajo se propuso la evaluacion de la variabilidad del gen ARNr 16S en
Enterococcus spp. mediante estimaciones filogenéticas y entropia de Shannon como
indicador para determinar la presencia de oligotipos dentro del ARNr 16S, en el cual se

usaron conjuntos de datos in-silico de secuencias tomadas de bases de datos publicas.



II. ANTECEDENTES

2.1. Enterococcus

El término "enterococo" tiene su origen a finales del siglo XIX, cuando Thiercelin
describié un coco saprofito, de origen intestinal, capaz de causar infecciones (Thiercelin y
Jouhaud, 1899; Thiercelin, 1899). Ese mismo afio, MacCallum y Hastings caracterizaron un
organismo similar, que ahora se conoce como Enterococcus faecalis, a partir de un caso letal
de endocarditis, proporcionando asi una primera descripcion detallada de sus capacidades
patdgenas (MacCallum y Hastings, 1899). Estas primeras descripciones constituyen la base
del paradigma de la patogénesis enterocdcica como un oportunista comensal. La aparicion
de Enterococcus multirresistentes en los Gltimos 50 afios ha agravado considerablemente este
problema, y los Enterococcus resistentes a los antibidticos son ahora las principales causas
de infeccion nosocomial en todo el mundo (Prabaker y Weinstein, 2011; Werner, et al.,
2008). Igualmente se aislan de la superficie de plantas, asi como de suelo, arena y agua
(Gilmore, 2003; Mundt, 1963). En el agua los Enterococcus se consideran como indicadores

de contaminacion fecal y de calidad de la misma (Byappanahalli et al., 2012).

2.1.1. Filogenia

Los Enterococcus se encuentran enmarcados en el filo Firmicutes, clase Bacilli, orden
Lactobacillales familia Enterococcaceae (Ludwig, Schleifer y Whitman, 2009), junto con los
géneros Bavariicoccus, Catellicoccus, Melissococcus, Pilibacter, Tetragenococcus y
Vagococcus.

En 1984 se establecié como tal el género Enterococcus, en ese mismo afio Schleifer

y Kilpper-Balz utilizaron la hibridacion ADN-ADN vy la secuenciacion del ARNr 16S, para



analizar a los Streptococcus del grupo D de Lancefield y descubrieron que Streptococcus
faecium y Streptococcus faecalis eran distintos de otros Streptococcus y se transfirio a estas
dos especies al género Enterococcus (Schleifer y Kilpper-Balz, 1984). Posteriormente,
muchas especies fueron reclasificadas como Enterococcus, entre las que se incluyen E.
avium, E. casseliflavus, E. durans, E. gallinarum y E. malodoratus (Collins et al., 1984).
Filogenéticamente, el género Enterococcus pertenece a la rama de bajo GC de las bacterias
Gram-positivas (es decir, 37.5% de GC en el cromosoma de E. faecalis) (Paulsen et al.,
2003). En su morfofisiologia se describen como cocos que se agrupan en parejas 0 en cadenas
cortas, catalasa negativos, anaerobios facultativos quimioorganotréficos con metabolismo
homofermentativo y productores de acido lactico como producto final predominante de la
fermentacion de carbohidratos (Svec y Franz, 2014). Pertenecen al grupo de las bacterias
acido l4cticas y producen bacteriocinas (Fisher y Phillips, 2009).

El género Enterococcus consta de especies que se encuentran en el tracto
gastrointestinal (GI) humano y animal (Mundt, 1963; 1986), asi como en el tubo digestivo
de los insectos (Martin y Mundt, 1972), en los alimentos fermentados tradicionales y en los
productos lacteos (Mundt, 1986), y en diversos entornos, como las plantas (Mundt, 1963), el
suelo (Mundt, 1961) y el agua (Ator y Starzyk, 1976). A medida que se encuentran y
describen méas y mas especies nuevas, se ha hecho evidente que son de naturaleza ubicua
(Lebreton et al., 2014) y pueden aislarse de las plantas, el suelo y el agua (Sistek et al., 2012).
Sin duda, una clave importante de su amplia distribucion en la naturaleza son
microorganismos robustos capaces de crecer y mantenerse viables en condiciones extremas:
su rango de temperatura de crecimiento es de 10 a 45 °C, crecen a concentraciones de cloruro
de sodio de hasta el 6.5% y a un pH de 9.6, ademas de sobrevivir a un tratamiento térmico

de 60 °C de 30 minutos de duracion y resistir la presencia de sales biliares. En resumen, las
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caracteristicas fisioldgicas de los Enterococcus permiten que estén presentes en una
diversidad de habitats, tanto ambientes bidticos y abioticos, teniendo alta persistencia en los
mismos.

2.1.2. Estructura filogenética dentro del género Enterococcus spp.

Los andlisis filogenéticos basados en las secuencias del gen ARNr 16S separa a ciertas
especies en distintos linajes, pero la mayoria de los Enterococcus spp. estan asignados en
varios grupos filogenéticos (Figura 1). Similitudes de la secuencia del gen del ARNr 16S
entre especies en estos grupos puede ser tan alto como 99.8% como se revela entre E.
casseliflavus y E. gallinarum (Williams et al., 1991) o incluso el 99.9% entre E. devriesei y
E. pseudoavium (Svec et al., 2005). Asignacion de Enterococcus spp. en grupos filogenéticos
revelados por la secuenciacion del gen ARNr 16S se corresponde con atpA, rpoA (subunidad
alfa de la ARN polimerasa) y, hasta cierto punto, con analisis de genes pheS (que codifica la
subunidad alfa de la fenilalanil-tRNA sintasa) y ARNr 23S (Tsiodras et al., 2000; Naser et
al., 2005a; 2005b), y las especies albergadas en estos grupos comparten ciertas caracteristicas
fenotipicas (Devriese et al., 1993). El grupo E. faecalis contiene a E. caccae, E. faecalis, E.
haemoperoxidus, E. moraviensis, E. plantarum, E. quebecensis, E. rivorum, E. rotai, E.
silesiacus, E. termitis, E. ureasiticus y E. ureilyticus es el grupo mas grande.

El grupo E. faecium engloba a especies como E. canis, E. durans, E. faecium, E. hirae,
E. lactis, E. mundtii, E. ratti, E. thailandicus y E. villorum. El grupo de E. avium contiene a
E. avium, E. devriesei, E. gilvus, E. malodoratus, E. pseudoavium, E. raffinosus, E.
viikkiensis. Se reconocen otros cuatro grupos formados por pares de especies: el grupo E.
gallinarum alberga a E. gallinarum y E. casseliflavus; el grupo E. italicus contiene a E.

italicus y E. camelliae; el grupo E. cecorum agrupa las especies E. cecorum y E. columbae;



y el grupo E. dispar integrado por E. dispar con la reciente descripcién de E. canintestini.
Las especies del grupo E. cecorum revelan ciertos rasgos fenotipicos unicos en el género,
estan relacionados mas lejanamente con los restantes Enterococcus spp. En la actualidad el
género Enterococcus tiene hasta la fecha 58 especies descritas con publicaciones vélidas, la
mayoria en la era gendmica (con base en la informacion recopilada de LPSN - List of
Prokaryotic names with Standing in Nomenclature (Parte et al., 2020; Disponible en

Ipsn.dsmz.de/genus/enterococcus).


https://lpsn.dsmz.de/genus/enterococcus
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Figura 1. Relaciones filogenéticas dentro del género Enterococcus con base en el método de unién de
vecinos. Porcentaje de arranque los valores (1000 réplicas de arboles) superiores al 50% se indican en los nodos
de las ramas. La secuencia de Vagococcus fluvialis (Y18098) se utiliz6 como grupo externo. Los nimeros de
acceso de GenBank se dan entre paréntesis. La barra de distancia indica un0.5% de divergencia de secuencia.
El arbol se construyé utilizando el software MEGAS (Tamura et al., 2011) (Tomado de Bacterias del &cido
lactico: biodiversidad y taxonomia Holzapfel y Wood, 2014).



2.1.3. Colonizadores del tracto gastrointestinal

Los Enterococcus son omnipresentes en el tracto gastrointestinal, aunque constituyen
una pequefa proporcion del intestino, menos del 1% de la microbiota de individuos en edad
adulta (Finegold et al., 1983; Sghir et al., 2000). Se pueden aislar tanto del sistema digestivo
de invertebrados como del tracto gastrointestinal de vertebrados, lo que implica que
pertenecen al nucleo del microbioma intestinal desde el Gltimo antecesor comun de
mamiferos, reptiles, aves e insectos, que existio hace unos 400 millones de afios, en el periodo

devonico (Gilmore et al., 2013).

2.1.4. Factores de virulencia

Los componentes de la superficie microbiana que reconocen las moléculas de la
matriz adhesiva (MSCRAMM por sus siglas en inglés, Microbial Surface Components
Recognizing Adhesive Matrix Molecules) son elementos de la superficie que ayudan a los
Enterococcus a adherirse a los tejidos del hospedero, lo que ayuda a iniciar la infeccion (Patti

y Hook, 1994).

En E. faecalis, los genes MSCRAMM se encuentran en la mayoria de las cepas y se
expresan in vivo durante la infeccion humana (Sillanpaa et al., 2004). Uno de los
MSCRAMM mejor caracterizados es “Ace”, una proteina de union al colageno de
Enterococcus (Rich et al., 1999) que mejora la colonizacion temprana de las valvulas
cardiacas, lo que sugiere un papel importante en el establecimiento temprano de la

endocarditis (Singh et al., 2010).

Los aislados clinicos de E. faecium son ricos en genes MSCRAMM, y los genes de

esta familia presentes en el genoma fueron mas abundantes en los aislados de endocarditis



(Sillanpaa et al., 2009). En E. faecium, “Acm” (una proteina de unién al colageno) es el
MSCRAMM mejor caracterizado. EI gen Acm esta presente principalmente en los
aislamientos asociados con la atencion de la salud (presente en el 99% de los aislamientos
analizados), aunque un estudio encontr6 que fue alterado por un transposén en los

aislamientos comensales, volviéndose no funcional (Nallapareddy et al., 2008).

Los grupos de genes de pilina (PGC) estan presentes tanto en E. faecalis como en E.
faecium y codifican proteinas de superficie con motivos similares a LPxTG que son
responsables del ensamblaje a la pared celular bacteriana de estructuras filamentosas largas
que se extienden desde la superficie, llamadas pili. Al igual que los MSCRAMM, los pili
pueden funcionar como adhesinas (Telford et al., 2006). En E. faecalis, el PGC “ebp” (pilus
asociado a endocarditis y biopeliculas) se asocia con la adherencia inicial y la formacién de
biopeliculas y se ha implicado en la patogenia de la endocarditis y las infecciones urinarias
(Nallapareddy et al., 2006). En E. faecium, el papel del pili no esta del todo claro; sin
embargo, parece haber una regulacién diferencial del PCG y el ensamblaje de las proteinas
del pilus entre los aislados clinicos y las cepas comensales (Hendrickx et al., 2008; Hendrickx

etal., 2010).

2.1.5. Resistencia a los antibidticos

Los antibidticos son los medicamentos utilizados para prevenir y tratar las infecciones
bacterianas. Por lo tanto, la resistencia antibacteriana se produce cuando las bacterias mutan
e inhiben la accién de estos farmacos y adquieren la capacidad para sobrevivir en presencia
de dicho compuesto tdxico (antibidtico o antiséptico), permitiendo que las bacterias se

multipliquen en presencia del farmaco (Troncoso et al., 2017; OMS, 2018).



Existen diversos factores que derivan en la resistencia a los antibacterianos. En
muchos entornos de atencion médica existe una deficiencia en la identificacion temprana del
agente casual y sus patrones de susceptibilidad a antibacterianos, por lo que es comun recurrir
a antibidticos de amplio espectro y en su mayoria innecesariamente (Frieri et al., 2017). Asi
también, el uso generalizado e inapropiado de los antibacterianos dentro de la poblacion y su
uso extensivo como potenciadores del crecimiento en alimentos para animales, que en su
mayoria se administran sin supervision de un profesional, son acciones que predisponen a la
dispersion de resistencia (Mathur y Singh, 2013; OMS, 2018).

Como consecuencia, se obtiene un aumento en la resistencia emergente y, junto con
ello, tratamientos mas complejos y prolongados, que causan mayores costos econémicos,
estadias hospitalarias mas largas, secuelas y una mortalidad mas alta. Ademas, cuando se
combinan con précticas de control de infeccion deficientes, las bacterias resistentes tienden
a infiltrarse hacia otros entornos (Alos, 2015; Frieri et al., 2017). Hoy en dia la resistencia a
antibacterianos se convierte en una amenaza cada vez mayor para la salud pablica mundial,
ya que han logrado diseminarse hacia la comunidad, sea por la transmision de un paciente
infectado es dado de alta y que tuvo contacto con el exterior, o bien el desarrollo de una
resistencia de novo por un tratamiento en pacientes de la comunidad (Mathur y Singh, 2013;
OMS, 2018).

En 2017, la OMS publicé su primera lista de patdgenos prioritarios resistentes a los
antibidticos, en la que se incluyen las 12 especies de bacterias mas peligrosas para la salud
humana (Cuadro 1). Se destaca la amenaza que suponen las bacterias Gram negativas
resistentes a multiples antibioticos, consecuentes de la capacidad innata de estas bacterias de
evadir diversos farmacos y de transmitir el material genético a otras bacterias. El grupo de

prioridad critica incluye las bacterias multirresistentes que se asocian principalmente a
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infecciones nosocomiales. Los niveles segundo y tercero de la lista pertenecen a las

categorias de prioridad alta y media,

las cuales contienen otras bacterias con

farmacorresistencia creciente y provocan enfermedades comunes como la gonorrea o

intoxicaciones alimentarias.

Cuadro 1.- Lista OMS de patdgenos prioritarios para la investigacion y desarrollo de
nuevos antibidticos

Estado Patogeno Resistencia
Critico Acinetobacter baumannii Carbapenémicos
Pseudomonas aeruginosa Carbapenémicos
Enterobacteriaceae Carbapenémicos; BLEE
Elevada Enterococcus faecium Vancomicina
Staphylococcus aureus Meticilina; Vancomicina
Helicobacter pylori Claritromicina
Campylobacter spp Fluoroquinolonas
Salmonella Fluoroquinolonas
Neisseria gonorrhoeae Cefalosporinas; Fluoroquinolonas
Media Streptococcus pneumoniae Penicilina
Haemophilus influenzae Ampicilina

Shigella spp

Fluoroquinolonas
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2.1.5.1. Resistencia en Enterococcus

La resistencia de Enterococcus spp. a algunos antibacterianos es intrinseca, las
bacterias del género pueden presentar baja susceptibilidad a antibidticos como penicilina y
ampicilina y elevada resistencia a la mayoria de las cefalosporinas y todas las penicilinas
semisintéticas, esta caracteristica esta relacionada con la expresion de proteinas de union a la
penicilina de baja afinidad (PBP) (Kristich et al., 2014).

Es importante mencionar que Enterococcus spp. son tolerantes a la actividad
bactericida de los agentes activos, como los antibi6ticos B-lactamicos y la vancomicina, esto
implica que la bacteria puede ser inhibida por las concentraciones clinicamente alcanzables
del antibidtico, pero solo sera eliminada por concentraciones muy superiores a la
concentracion inhibitoria (Gagetti et al., 2019).

La resistencia a los antibidticos B-lactamicos es un tema de gran relevancia, debido a
que estos medicamentos se usan frecuentemente para el tratamiento de infecciones
ocasionadas por Enterococcus. La diseminacion de la resistencia marcada a ampicilina puede
ser el resultado de la propagacion clonal de cepas con genes mutados y la transferencia
horizontal de genes. Los Enterococcus se caracterizan por tener una gran capacidad para
adquirir nuevos mecanismos de resistencia (Gagetti et al., 2019).

Por otra parte, entre las especies de Enterococcus, la transferencia de genes de

resistencia a antibioticos mediada por fagos se ha probado con éxito (Devirgilis et al., 2013).
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2.1.6. Importancia clinica

Los Enterococcus se consideran organismos comensales del tracto gastrointestinal
humano; sin embargo, también pueden ser patogenos, principalmente relacionados con las
infecciones asociadas al hospital, que comunmente causan infeccion del tracto urinario
(ITU), bacteriemia, endocarditis, infecciones por quemaduras y heridas en el sitio quirargico,
infecciones del abdomen y del tracto biliar e infeccion de catéteres y otros dispositivos
médicos implantados. En la mayoria de las encuestas, los Enterococcus son la tercera causa
mas comun de endocarditis de valvula nativa, después de Staphylococcus aureus y
Streptococcus del grupo viridans (Murdoch et al., 2009; Slipczuk et al., 2013).

Parte de la importancia de Enterococcus radica en su implicacién clinica, ya que las especies
de este género causan frecuentemente infecciones en el humano que van desde endocarditis
hasta bacteriemias concurrentes (Lee et al., 2005; Jenkins, 2007; O'Driscoll y Crank, 2015).

Se sabe poco sobre los principales mecanismos utilizados por los Enterococcus para
colonizar el tracto gastrointestinal de los individuos sanos o de los pacientes hospitalizados.
Sin embargo, la exposicion de los pacientes hospitalizados a antibidticos da lugar a
importantes modificaciones del microbiota intestinal, que facilitan colonizacion del tracto
gastrointestinal por Enterococcus resistentes a los antibidticos (Donskey, et al., 2000; Ubeda,
etal., 2010).

La incidencia de infecciones por Enterococcus ha aumentado de manera constante
desde fines de la década de 1970 (Arias y Murray, 2012; Teixeira et al., 2016: Guzman-Prieto
et al., 2016). Tanto en Europa como en los Estados Unidos, los Enterococcus a nivel de
género son el segundo patégeno mas comun asociado con las infecciones asociadas al

hospital, E. faecalis fue el quinto organismo aislado con mayor frecuencia en las infecciones
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del tracto urinario asociadas con el catéter (CAUTI por sus siglas en inglés, Catheter-
Associated Urinary Tract Infections) y el tercero en las infecciones del torrente sanguineo
(CLABSI por sus siglas en inglés, Central Line-Associated Blood Stream Infections) y para
E. faecium se reportd como el 11'° y el 5%, en dichos tipos de infeccion respectivamente
(European Centre for Disease Prevention and Control, 2013 ECDPC; Hidron et al., 2008;

Weiner et al., 2016).
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2.2. ldentificacion de Enterococcus spp.

2.2.1. Métodos fenotipicos

La diferenciacion e identificacion de Enterococcus spp. mediante las caracteristicas
bioquimicas y fisioldgicas es dificil. Se han probado diferentes medios selectivos para el
aislamiento e identificacion de Enterococcus; sin embargo, no existen pruebas bioquimicas
definitivas para diferenciar Enterococcus de otros cocos Gram positivos catalasa negativos.
La mayoria de los Enterococcus son oxidasa y catalasa negativas, tolerantes a la sal (hasta
6.5%), resistentes al 40% de bilis, hidrolitica de esculina y capaces de crecer en presencia de
azida sodica (hasta 0.4%). Ademas de las caracteristicas descritas anteriormente, todas las
especies descritas y probadas producen B-glucosidasa; leucina arilamidasa; acido de los
azucares d -fructosa, galactosa, 3-gentiobiosa, glucosa, lactosa, maltosa, d -manosa, ribosa,
trehalosa, celobiosa y N acetil glucosamina; y los glucésidos salicina, metil 3-D -glucésido,
amigdalina y arbutina. En general, los Enterococcus son ureasa negativos y no producen
acido a partir de D- arabinosa, eritritol, D- y L- fucosa, metil a- D -xilosido y L -xilosa; estas
caracteristicas metabolicas se han utilizado en el desarrollo de Kkits de prueba comerciales. El
crecimiento ocurre entre 10 °C y 45 °C, con un crecimiento Optimo para la mayoria de las
especies entre 35 °C y 37 °C (Svec y Devriese, 2015). Los Enterococcus son notablemente
resistentes a la desecacion (Svec y Devriese, 2015). Aunque se ha tratado de implementar
métodos bioquimicos convencionales o mediante kits comerciales, y aun asi se presenta
dificultades, ya que pueden revelarse diferentes rasgos fenotipicos entre cepas de la misma
especie originarias de diferentes fuentes.

Si se cultivan en agar sangre de caballo, los Enterococcus pueden ser a, § 0 no hemoliticos
y formar colonias de 1 a 2 mm con apariencia himeda. Con base a sus capacidades

metabolicas, se han desarrollado diferentes medios de cultivo selectivos para el aislamiento
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de Enterococcus; estos medios selectivos contienen frecuentemente sales biliares, azida
sodico, antibioticos y sales de esculina o tetrazolio. No todas las especies de Enterococcus
pueden crecer en estos medios selectivos, pero las especies méas relevantes clinicamente
crecen bien (Svec y Devriese, 2015). La mayoria de las pruebas clinicas para la identificacion
de Enterococcus incluyen la prueba de catalasa, la prueba de pirrolidonil arilamidasa /
pirrolidonil aminopeptidasa (PYR) y una prueba de hidrolisis de bilis esculina. Se han
desarrollado kits comerciales para estandarizar y optimizar la deteccion de Enterococcus en
el entorno clinico, y todos requieren aislamiento y cultivo previos de los organismos, lo que
puede retrasar el diagnostico (Svec y Devriese, 2015).

2.2.2. Métodos genotipicos

Entre los sistemas mas nuevos para la clasificacion e identificacion de Enterococcus
se encuentran espectrometria de masas -desorcién/ionizacion por laser asistida por matriz
(MALDI-TOF MS, por sus siglas en inglés Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization-
Time of Flight Mass Spectrometry), pruebas de amplificacion de acido nucleicos (NAAT,
por sus siglas en inglés Nucleic Acid Amplification Tests), hibridacion in situ fluorescente
de acido nucleico peptidico (PNA-FISH, por sus siglas en inglés Fluorescence in situ
hybridization using peptide nucleic acid probes). EI ARNr especifico de especie dirigido a
PNA-FISH permite la deteccion rapida de la presencia de Enterococcus en los frascos de
hemocultivo. Estas pruebas permiten diferenciar E. faecalis, E. faecium y otras especies de
Enterococcus menos comunes (Deck et al., 2014).

La identificacion basada en MALDI-TOF MS es un método poderoso, rapido y
confiable que esta comenzando a ganar terreno de manera mas amplia para la deteccion de

rutina en los laboratorios de microbiologia clinica para la identificacion de especies (Bizzini
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y Greub, 2010; Singhal et al., 2015). El uso clinico de métodos basados en MALDI-TOF MS
permite la identificacion rapida de Enterococcus directamente de los frascos de hemocultivo,
lo que potencialmente reduce el tiempo hasta el inicio del tratamiento antibacteriano (Lagace-
Wiens et al., 2012). MALDI-TOF MS tiene una alta sensibilidad, pudiendo identificar
alrededor del 94% de los aislamientos a nivel de especie, incluida la diferenciacion entre
especies estrechamente relacionadas (Quintela-Baluja et al., 2013; Stepien-Pysniak et al.,
2017).

Los métodos NAAT se basan en la amplificacion por PCR y la posterior
secuenciacion o matriz / hibridacion o amplificacion por PCR en tiempo real (Ljungstrom et
al., 2015) de uno o mas genes que son Utiles para la identificacion de organismos a nivel de
género o especie e igualmente importantes para detectar genes de resistencia a los
antibacteriano.

2.2.2.1. Genes de interés en la identificacion de Enterococcus

Se han utilizado diferentes genes con fines diagndsticos y filogenéticos. Se han propuesto
varios genes para ayudar a diferenciar especies de Enterococcus. Un marcador propuesto fue
el gen tuf (factor de elongacion Tu) especifico del género Enterococcus (Ke et al., 1999). Sin
embargo, los cebadores utilizados para este método también amplificaron los genes de seis
especies bacterianas pertenecientes a otros dos géneros que se probaron como controles

negativos en el estudio (Ke et al., 2000).

En el caso de los genes de la ligasa ddl (d- alanina: d- alanina), se logré la caracterizacion
de un fragmento interno, que permitié la identificacion de 8 especies de Enterococcus (E.

columbae, E. durans, E. malodoratus, E. mundetii, E. raffinosus, E. seriolicida, E. solitarius
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y E. sulfureus). Cuyo analisis propuso un arbol evolutivo con una topologia similar a la

basada en secuencias de ARNr 16S (Ozawa et al., 2000).

Ademas, la obtencion de un fragmento de ADN de 438 pb de longitud interno (sodA
(int)) al gen sodA que codifica la superoxido dismutasa dependiente de manganeso en 19
cepas de tipo enterococo (E. avium, E. casseliflavus, E. cecorum, E. columbae, E. dispar, E.
durans, E. faecalis, E. faecium, E. flavescens, E. gallinarum, E. hirae, E. malodoratus, E.
mundtii, E. pseudoavium, E. raffinosus, E. saccharolyticus E. solitarius y E. sulfureus).
Logro la identificacidn correcta de 18 cepas, por lo que se propuso al gen sodA como una
secuencia diana mas discriminatoria que el gen ARNr 16S para diferenciar especies

bacterianas estrechamente relacionadas (Poyart, Quesnes y Trieu-Cuot, 2000).

La chaperonina 60 (Cpn60), una regién de aproximadamente 600 pb, amplificado por
PCR con un solo par de cebadores degenerados, tuvo utilidad como un objetivo
potencialmente universal para la identificacion bacteriana. Este método de identificacion del
gen Cpn60 identifico correctamente entre 17 especies de Enterococcus (E. asini, E. rattus, E
dispar, E. gallinarum, E. hirae, E. durans, E. cecorum, E. faecalis, E. mundtii, E.
casseliflavus, E. faecium, E. malodoratus, E. raffinosus, E. avium, E. pseudoavium, E. nueva

sp. cepa Facklam y E. saccharolyticus) (Goh et al, 2000).

Estos son solo algunos marcadores y métodos moleculares basados en ADN que se han
descrito para identificar Enterococcus a nivel de especie. La mayoria de estos estudios
presentados anteriormente solo incluyeron el analisis de un namero limitado de especies de
Enterococcus y se limitaron a especies con importancia clinica (Goh et al, 2000). En una
evaluacion realizada por Kosecka-Strojek y cols. 2019, en dicho trabajo se utilizé una
combinacion de cuatro objetivos genéticos (ARNTr 16S, sodA, tuf y rpoB) para confirmar sin
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ambigliedades la identificacion a nivel de especie para todas las cepas de Streptococcus y

Enterococcus, encontrando que el gen ARNr 16S es el dptimo.

Més importante adn, la base de datos de secuencias para los genes de funcion especifica
de los Enterococcus ambientales y otros generos filogenéticamente relacionados es mucho
mas limitante que la de los genes ARNr 16S. Ademas, la conservacion de la secuencia en los
genes funcionales es considerablemente menor que en los genes de ARNTr, lo que explica por
qué es dificil desarrollar ensayos especificos de género y grupo a menos que se desarrollen

bases de datos de secuencias integrales (Ryu et al., 2013).

19



2.2.2.2. Gen ARNTr 16S

El gen ARNr 16S es considerado el mas importante para la identificacion bacteriana,
ya que se trata de una molécula altamente conservada, presente en todos los organismos
bacterianos, la informacion genética contenida en dicho gen es vital para las funciones
basicas de supervivencia de la celula. Ademas, mantiene una tasa de mutacion baja, por lo
que se mantiene estable a través de las siguientes generaciones (Rodicio y Mendoza, 2004;
Ajawatanawong, 2016).

El gen ARNr 16S esta compuesto por aproximadamente 1,542 pb, organizado entre
diez regiones conservadas que flanquean nueve regiones altamente variables (Figura 2). De
manera que, la variabilidad de dichas regiones convierte a dicha region en una excelente
herramienta para la estimacion taxonomica y filogenética de diversas especies bacterianas
(Grice et al., 2008; Kong, 2011; Barb et al., 2016; Yang et al., 2016). Sin embargo, debido a
las limitantes de secuenciacion, la utilizacion de las regiones parciales (V1-V9) del gen ARNr
16S ha sido la metodologia empleada para el analisis bioinformético. Por lo tanto, la
seleccion de cebadores adecuados es fundamental para estudiar la filogenia bacteriana en

diversos entornos (Yang et al., 2016).
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Figura 2.- Regiones hipervariables del gen ARNr 16S (Gillman et al., 2001).
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Desde hace décadas la amplia utilizacion del gen ARNr 16S ha sido de gran utilidad en
la identificacion bacteriana, por lo que Vasileiadis y cols., en 2012, se dieron a la tarea de
evaluar los efectos de las propiedades de cuatro regiones variables consecutivas (V3-V6)
sobre las metodologias analiticas comunmente aplicadas en los estudios de ecologia
bacteriana. Considerando un enfoque in silico, se observo el rendimiento de cada region
variable comparandolo con el gen completo de ARNr 16S mediante el calculo la entropia
para cada posicion en la alineacion, y las regiones conservadas / variables corresponden a la
entropia baja / alta.

El enfoque in silico también fue utilizado en el trabajo de Vinje y cols., en 2014, en el
cual se analizo si el poder discriminatorio del marcador ARNr16S reside solo en las regiones
variables, mediante un método de aprendizaje supervisado para buscar sistematicamente
sitios que contribuyan a la clasificacion correcta, ya sea a nivel de filo o de género. Se
encontré que al clasificar los phyla, el algoritmo de seleccion de sitios localizé 50 sitios
discriminativos. Estos estaban dispersos en la mayoria de los alineamientos y solo alrededor
de la mitad de ellos estaban ubicados en las regiones variables. Sin embargo, los sitios
seleccionados tenian una entropia significativamente mayor de lo esperado, lo que significa
que son sitios de gran variacion. Se descubrié que los sitios discriminativos suelen tener una
gran entropia en comparacion con sus vecinos méas cercanos a lo largo de los alineamientos.
Al clasificar los géneros, el algoritmo de seleccion de sitios necesitaba alrededor del 80% de
los sitios en el gen ARNr 16S antes de que el error de clasificacion alcanzara un minimo.
Esto significa que toda la variacion, tanto en las regiones variables como en las conservadas,
es necesaria para separar los géneros. Estos hallazgos no apoyan la afirmacion de que el poder
discriminativo del gen 16S se encuentra solo en las regiones variables. Las regiones variables

son importantes, pero también se encuentran muchos sitios discriminativos en las partes mas
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conservadas. El poder discriminativo se encuentra tipicamente en sitios de gran variacion
ubicados dentro de regiones mas cortas de mayor conservacion.

La secuenciacion del gen ARNr 16S se usa cominmente para identificar especies
bacterianas y permite la discriminacién de Enterococcus a nivel de especie (Bosshard et al.,
2004, Angeletti et al., 2001); sin embargo, diferenciar entre las especies estrechamente
relacionadas dentro de un grupo, como el grupo de E. faecium, puede ser menos preciso
(Devriese et al., 2012; Quintela-Baluja et al., 2013; Poyart, Quesnes y Trieu-Cuot, 2000).

2.2.2.3. Regiones hipervariables

En la actualidad, la gran mayoria de los estudios secuencian solo una parte del gen
ARNr 16S, porgue la plataforma de secuenciacion Illumina ampliamente utilizada (mayor
rendimiento, menor costo, menor esfuerzo) en comparacion con Sanger produce secuencias
cortas (< 300 bases). Por lo tanto, se apunta a diferentes subregiones del gen, que van desde
regiones de una sola variable, como V4 o V6, a tres regiones variables, como V1-V3 0 V3-
V5 (utilizadas en el Proyecto de microbioma humano junto con la secuenciacion 454
plataforma) (Johnson et al., 2019).

Campista-Leon y cols. en 2021 caracterizaron filogenéticamente bacterias
multirresistentes aisladas de cocteles de mariscos, en donde las regiones V4 y V6 fueron
amplificadas para la identificacién filogenética, encontrando Enterococcus, Proteus, Vibrio,
Staphylococcus, Lactococcus, Vagococcus, Micrococcus, Acinetobacter, Enterobacter y
Brevibacterium. Y reportaron que para el género Enterococcus, no se logré resolver su

filogenia, ya que solo se presentaron como grupo de especies.
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2.3. Andlisis filogenético

El andlisis filogenético es el estudio de las relaciones evolutivas entre diferentes
entidades bioldgicas basandose en la evidencia presente en su material genético (Challa y
Neelapu, 2019; Farrar, 2019), indica qué tan estrechamente relacionados estan los
organismos entre si, organizando cada uno de los componentes en un esquema taxonémico
jerarquico (Morrison, 2011). Un arbol filogenético se define como el diagrama utilizado para
visualizar las relaciones evolutivas entre un conjunto de unidades taxondémicas operacionales
(OTU’s, por sus siglas en inglés Operational Taxonomic Units), las cuales generalmente
representan las especies u organismos individuales dentro de wuna poblacion
(Ajawatanawong, 2016).

Los arboles filogenéticos han sido un artefacto clave para el avance en varios tipos de
investigacion; desde la clasificacién taxondémica de organismos, hasta estudios de
epidemiologia en el area de la salud (Munjal et al., 2019). De manera que, el desarrollo de
arboles filogenéticos confiables es un paso importante para caracterizar nuevos patdogenos y
desarrollar nuevos tratamientos en biomedicina (Farrar, 2019).

En un contexto clinico, el analisis filogenético puede usarse para inferir si el trasfondo
genético comun de los patégenos significa que surgen de una fuente similar. Comprender la
posible asociacion de la variacion del patdgeno con el resultado de la infeccion es muy
prometedor para el diagnostico y el tratamiento (Hartfield et al., 2014). Por lo tanto, la
identificacion correcta de las especies es critica para la eleccidn correcta de antibiéticos o
para emplearse novedosamente como probidticos (Farrar, 2019).

Debido a la importancia de Enterococcus como bacterias acido-lacticas, Zhong y cols.,

en 2017 realizaron un analisis genomico comparativo del género Enterococcus, en el cual, se
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secuenciaron los genomas de 29 cepas de especies de Enterococcus. En combinacion con
ocho secuencias gendmicas completas de la base de datos Genbank, los genomas completos
de 37 cepas de Enterococcus se analizaron comparativamente, y se describidé que las
relaciones genéticas fueron mas estrechas en cepas que provienen de héabitats similares. De
acuerdo con la topologia del arbol del tiempo, se determiné que los humanos y los mamiferos
pueden ser los huéspedes originales de Enterococcus. La longitud media de los genomas de
Enterococcus fue de 3.20 Mb y el contenido medio de GC fue del 37.99%.

2.3.1. Métodos de construcciéon de arboles

2.3.1.1. Métodos basados en alineamientos

Dentro de los métodos basados en alineamientos se encuentran algunos de los
primeros algoritmos planteados para la reconstruccion de filogenias, dado un conjunto de
datos moleculares. Como el nombre lo indica, estos algoritmos reciben como entrada un
alineamiento mdltiple de secuencias (Figura 3). El alineamiento de secuencias consiste en
organizar las secuencias, una encima de la otra, y resaltar las posiciones en las cuales las
secuencias difieren, basandose en algunos parametros de alineamiento u operaciones (como

las inserciones, deleciones o sustituciones) (Munjal et al., 2019).
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Figura 3.- Jerarquia de los métodos basados en alineamientos (adaptado de Munjal et al., 2019).

2.3.1.2. Métodos basados en distancias

Los algoritmos de agrupamiento para construccion de arboles filogenéticos son
métodos basados en distancias que realizan una construccion progresiva de subarboles
(aglomeraciones), de acuerdo con qué tan “cerca” estan unos de otros. De nuevo, el criterio
de cercania o similitud tomar4 la forma de una funcion que evalle una matriz de distancias.
(Hong et al., 2020). Este tipo de algoritmos se pueden implementar con complejidad temporal
polinomial, por lo cual, en general, son mas rapidos que los algoritmos que realizan

busquedas sobre el espacio de arboles (Munjal et al., 2019).
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Union de vecinos

El método de unidn de vecinos o NJ (por sus siglas en inglés Neighbor Joining) es un
algoritmo originalmente ideado por Saitou y Nei (1987), las descripciones, diagramas y
notacion estan basados completamente en dicho trabajo, donde en cada iteracion se busca

encontrar las parejas de secuencias OTU’s que minimicen la longitud total del arbol.

Cuadro 2.- Clasificacion de los métodos de andlisis filogenéticos y sus estrategias

Optimizacion del criterio de busqueda Agrupamiento

Estado de caracter = Maxima parsimonia (MP)
Maxima verosimilitud (ML)
Inferencia Bayesiana

Matriz de distancia  Fitch-Margoliash UPGMA
Uniéon de vecinos

(NJ)
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2.3.1.3. Métodos discretos o Estado de caracter

Entre los métodos cladistas comunmente empleados para la inferencia filogenética
destacan los métodos discretos 0 métodos de estado caracter que pueden usar cualquier
conjunto de caracteres discretos como: caracteres morfoldgicos, propiedades fisiologicas,
mapas de restriccion o conjunto de secuencias. Cuando se comparan secuencias, cada
posicién de la secuencia en el alineamiento es un “caracter”, y los nucleétidos o aminoacido
en la posicion son los “estados”. Usualmente, cada posicion/caracter es analizada
independientemente, y cada columna en el alineamiento asume ser independiente en la
realizacion del proceso evolutivo. Por lo cual, estos métodos retienen el estado del caracter
original de los taxones por lo tanto se pueden utilizar para reconstruir el estado de caracter
de los nodos ancestrales. Dentro de estos, los algoritmos mas conocidos son el de Maxima
parsimonia (MP por sus siglas en inglés Maximum Parsimony) y maxima verosimilitud (ML
por sus siglas en inglés Maximum Likelihood). Tanto MP como ML realizan blsquedas en
el espacio de arboles (tree space) para tratar de encontrar el mejor arbol de acuerdo con algln
criterio de comparacion. En la literatura son descritos como problemas de optimizacién
dificiles y son clasificados como NP-Hard (Roshan et al., 2004; Lemey et al., 2009; Pefia,
2011; Ajawatanawong, 2016).

Maxima parsimonia

La parsimonia es un concepto que se refiere a encontrar la solucion o respuesta a un
problema, que contenga la explicacion mas simple. En filogenética, existen muchas
topologias de arbol que pueden describir un conjunto de secuencias; en este caso MP

escogera el arbol con menor cantidad de eventos con mutaciones (Richer et al., 2013).
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El método de MP asume que los caracteres compartidos por las diferentes entidades
provienen de un descendiente en comdn. Los grupos son construidos en base a dicha
compatibilidad, la longitud de caracteres es la minima cantidad de cambios requeridos para
dicho sitio, el &rbol que requiere el menor nimero de cambios evolutivos para ser construido
se considera el arbol con mayor parsimonia (Yang y Rannala, 2012).

Méxima verosimilitud

En el area de probabilidad, la estimacion por Maxima Verosimilitud (Maximum
Likelihood) es una técnica utilizada para aproximar los valores de los pardametros de una
distribucion de probabilidad determinada. La verosimilitud de un modelo también es vista
como la probabilidad condicional de los datos recibidos, dado el modelo o hipotesis. El
objetivo es encontrar los valores de los parametros que maximizan una funcion de
verosimilitud (Zwickl, 2006).

ML es un método estadistico que estima la longitud de las ramas y la topologia del
arbol basado en el modelo de sustitucion y en el alineamiento de secuencias mediante el
ajuste de un modelo y la estimacion sus parametros mediante la funcién de verosimilitud. El
valor obtenido del analisis es la probabilidad de que la topologia y el modelo empleado se
ajusten a las secuencias tras la modificacion de los parametros. El arbol con mayor puntaje
corresponde al arbol con la maxima verosimilitud (Yang y Rannala, 2012; Ajawatanawong,
2016).

Inferencia bayesiana

Por su parte, los métodos de inferencia bayesiano (IB) son métodos de estado de
caracter que usan un criterio de optimizacion, pero son conceptualmente muy diferentes de

MP y ML en que no intentan buscar solo el mejor arbol, donde también se evaltan los
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posibles arboles al modificar los parametros y calculando la verosimilitud de cada arbol. La
diferencia se observa en que antes del andlisis, a cada pardmetro se le asigna una probabilidad
a priori, es decir la probabilidad de cada hipotesis, la cual se combina con los datos de
verosimilitud generando asi una probabilidad a posteriori. Las probabilidades posteriores se
obtienen explorando el espacio del arbol (tree space) usando una técnica de muestreo,
llamado Cadena de Markov Monte Carlo (MCMC, por sus siglas en inglés Markov Chain
Monte Carlo). Este método de muestreo comienza simulando un conjunto aleatorio de
pardmetros y propone un nuevo “estado”, que es un nuevo conjunto de pardmetros,
cambiando los parametros hasta cierto punto utilizando operadores aleatorios. En cada paso,
se calcula la relacion de verosimilitud y la probabilidad a priori para el nuevo estado en
relacion con el estado actual. Cuando el producto combinado es mejor, se aceptan los
pardmetros y se propone un siguiente paso; si el resultado es peor, la probabilidad de que el
estado sea rechazado es inversamente proporcional a cuanto peor es el nuevo estado. Después
de una convergencia inicial a un conjunto de soluciones probables de modelo/arbol ("burn-
in", que debe descartarse), se espera que este algoritmo estocastico tome muestras de la
distribucion de probabilidad "posterior”. Asi el arbol resultante sera el que maximice la

probabilidad a posteriori (Lemey et al., 2009; Yang y Rannala, 2012).
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I1l. PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA

Los Enterococcus spp. tienen un papel bien conocido como miembros en la microbiota
intestinal y esta documentada su resistencia intrinseca a vancomicina desde la década de los
80°s. Las cepas multirresistentes como E. faecalis y E. faecium, ambas especies causante de
ITU cuya mortalidad hospitalaria es de 16.5% (Alvarez-Artero et al., 2021). Ademas, actian
como reservorio de genes de resistencia que se transfieren a otros patdgenos importantes,
como Staphylococcus aureus. Debido a esto han tomado cierta relevancia ya que son
considerados como uno de los principales causantes de las infecciones nosocomiales,
indicadores de contaminacién por materia fecal y de calidad de las fuentes de agua.

Existen una variedad de genes gue se utilizan en la identificacion bacteriana como ARNr
16S, genes de la ligasa ddl (d- alanina: d- alanina) (Ozawa et al., 2000), el gen tuf (factor de
elongacion Tu) (Ke etal., 1999), la chaperonina 60 (Cpn60) (Goh et al, 2000). Y el fragmento
interno (sodA (int)) al gen sodA que codifica la superoxido dismutasa dependiente de

manganeso (Poyart, Quesnes y Trieu-Cuot, 2000).

En una evaluacion realizada por Kosecka-Strojek y cols. 2019, en dicho trabajo se utilizé
una combinacion de cuatro objetivos genéticos (ARNr 16S, sodA, tuf y rpoB) para confirmar
sin ambigledades la identificacion a nivel de especie para todas las cepas de Streptococcus

y Enterococcus, encontrando que el gen ARNr 16S es el 6ptimo.

Definida su importancia surge la problematica, ya que la taxonomia del género como
Enterococcus basada en el ARNr 16S resulta conflictiva al presentar problemas de
discriminacion entre grupos de especies de alta similitud en este taxén (Zhong et al., 2017,
Church et al., 2020; Campista-Leén et al., 2021). Este marcador molecular es de primera

eleccion para la identificacion de bacterias y la descripcion de comunidades microbianas
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(Chakravorty et al., 2007; Manaka et al., 2017; Johnson et al., 2019). Debido a su alta
conveniencia en su uso, este marcador se seguird empleando rutinariamente en identificacion,
descripcidn y clasificacion taxondmica bacteriana. Por lo que es necesario definir un método
de utilidad para identificar aquellas especies muy cercanas, de manera rapida y con una alta
especificidad en el &mbito clinico y ecoldgico. Por lo que se platea la siguiente pregunta de
investigacion ¢ La informacion genética contenida en el gen ARNr 16S es suficiente para la

discriminacion entre especies del género Enterococcus?
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IV. JUSTIFICACION

Entre las bacterias Gram positivas, Enterococcus se considera un género primitivo, por ser
reconocido como miembro del nucleo de la microbiota intestinal, al colonizar primero a
mamiferos y después a una amplia variedad de aves, reptiles y plantas, ademéas de su
presencia en recursos abioticos como el suelo y el agua e incluso en actividades economicas
como la fermentacion de alimentos. En la actualidad han tomado notoriedad debido al
aumento en la prevalencia de especies como E. faecalis y E. faecium, y al surgimiento de
cepas multirresistentes en el ambiente hospitalario y que llegan a propagarse hacia la
comunidad en general. Un ejemplo de lo anterior es la aparicion de E. faecium con prioridad
elevada para investigacion y desarrollo de nuevos tratamientos en el listado de patdgenos
publicado por la OMS, 2017. Debido a estas caracteristicas se denota como un género Unico

y de importancia tanto a nivel ecologico, econémico y de salud pablica.

En afios recientes, se han descrito y clasificado un gran nimero de nuevas especies dentro
del género Enterococcus, esto ha dificultado la compresién de las relaciones filogenéticas
entre especies que provienen de habitats similares o que estan estrechamente relacionadas y
ademas podrian presentar multirresistentes. Por lo cual es importante y necesario poder
diferenciar entre una especie patogénica y no patogénica, ya que no todas estan reportadas

como patogénicas.

Por lo que es necesario una identificacion eficiente y confiable, ya que las deficiencias o
dificultades en esta tarea, conlleva al diagnostico incorrecto y a un inadecuado tratamiento
de los pacientes o al mal manejo de las fuentes de agua o alimentos contaminados por
Enterococcus. Debido a esto resulta relevante el estudio de dichas relaciones entre los

integrantes de este género, con la implementacion de andlisis bioinformaticos exhaustivos

32



del gen ARNr 16S y sus regiones hipervariables, ya que es marcador molecular mas utilizado
en la identificacion bacteriana y del cual existe un mayor nimero de bases de datos

disponibles.
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VI. HIPOTESIS

Existen regiones patron dentro del gen ARNr 16S que indican la variacion a nivel de especie

especificas para el género Enterococcus.
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V1. OBJETIVOS

8.1. Objetivo general

Evaluar la variabilidad del gen ARNr 16S en Enterococcus spp. mediante estimaciones
filogenéticas y entropia de Shannon.

8.2. Objetivos especificos
1. Establecer una asociacion taxondémica de las especies del género Enterococcus

utilizando el gen ARNr 16S.

2. Cuantificar y definir las posiciones variantes del ARNr 16S en las especies del

género Enterococcus utilizando Entropia de Shannon como indicador.

3. Evaluar los marcadores similares y diferentes al ARNr 16S por Resolucion
Filogenética.

4. Determinar los oligotipos presentes en el gen ARNr 16S en las especies del género
Enterococcus.
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VIl. MATERIALES Y METODOS
7.1. LUGAR DE OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Las secuencias de ADN perteneciente a Enterococcus spp. fueron recuperadas de cuatro
bases de datos de acceso libre: GenBank, Ribosomal Database Project (RDP, por sus siglas
en inglés), la base de datos SILVA y Greengenes version 13.5.

7.2. TIPO DE ESTUDIO

Estudio descriptivo, transversal, cuasi-experimental. y explicativo

7.3. MUESTRA

7.3.1. Tamario de muestra

Se incluyeron las secuencias que cumplieron con los criterios de inclusion.
En la estimacidn filogenética del conjunto GenBank se seleccionaron 142 secuencias. En el
caso de los andlisis de entropia se utilizaron un total de 2, 800 no redundantes, distribuidas
en tres conjuntos pertenecientes a tres bases de datos diferentes SILVA: 713, RDP: 1,819 y
Greengenes: 425.

7.3.2. Tipo de muestreo

Por conveniencia

7.3.3. Criterios de Inclusion

e En la base de datos GenBank se colectaron secuencias pertenecientes a cepas tipo de
especies taxondmicamente aceptadas de Enterococcus depositadas en NCBI
GenBank y NCBI 16S RefSeq version 204

e Para la base de datos Ribosomal Database Project las secuencias colectadas

incluyeron cepas tipo y no tipo, >1,200 nucleotidos y de buena calidad.
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e En la base de datos de SILVA, los criterios de colecta incluyeron secuencias con
anotacion taxonomica SILVA, calidad de secuencia >90, calidad de pintail >90 y
longitud de secuencia >1,200 nucledtidos.

e Otro conjunto de secuencias del género se obtendra de la base de datos Greengenes
version 13.5

7.3.4. Criterios de Eliminacién

Las secuencias sin nombre taxonomico binomial o0 nombre taxondémico invalido fueron
removidas manualmente de dicho conjunto.
En todos los conjuntos, exceptuando el conjunto taxondmico, se removieron las secuencias
con caracteres del alfabeto extendido ADN/ARN, asi como las columnas de gaps >90%.

7.4. METODOLOGIA
7.4.1. Definicion de las posiciones del gen ARNr 16S

Se utiliz6 la secuencia referencia del 16S de Escherichia coli K-12 subcepa MG1655
(gen rrsB; Gene ID en NCBI: 948466) como plantilla para mapear las posiciones
nucleotidicas en las especies de Enterococcus. La determinacion de las regiones variables se
logro a través de una deteccion inicial de regiones conservadas dentro de la secuencia
referencia. Se buscaron los marcadores conservados de acuerdo con lo reportado en otros
estudios (Baker et al., 2003; Wang y Quian, 2009; Yang et al., 2016). Las secuencias patron
se describen en el Cuadro 3. La busqueda de concordancias de los marcadores conservados
con la secuencia referencia se realizé en Unipro UGENE (Okonechnikov et al., 2012);
disponible en ugene.net). Las regiones flanqueadas por estos marcadores conservados fueron

anotadas como regiones variables del gen. Para identificar con mayor precision las posiciones
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en las secuencias del género, se extrapolaron las anotaciones a la secuencia de Enterococcus
faecalis ATCC 19433 (acceso Genbank: NR _115765).

Cuadro 3. Marcadores conservados utilizados para la determinacion de las regiones variables en el gen
ARNr 16S

Marcador conservado Secuencia* Posicién de inicio esperada
en el gen
1 AGAGTTTGATCATGGCTCA 8
2 GGCGVACGGGTGAGTAA 104
3 CAYTGGRACTGAGACACGGYCC 314
4 GGCTAACTHCGTGCCAGCAGC 505
5 CGAAAGYGTGGGKAKCRCAGG 764
6 ACTCAAAKGAATTGACGGGGRC 909
7 GTGSTGCATGGYTGTCGTCAGCT 1048
8 GGAAGGYGGGGAYGACGTCAA 1177
9 TGTACACACCGCCCGTCACACAC 1391
10/Fin del 16S AAGTCGTAACAAGGTAACCGTA 1492

*V=A,GoC,Y=CoT,H=A,CoT,R=A0G,K=GoT,S=CoG.
7.4.2. Colecta de secuencias del gen ARNr 16S

Se colectaron cinco conjuntos de secuencias correspondientes al 16S: un conjunto
taxonémico compuesto por secuencias pertenecientes a cepas tipo de especies
taxondmicamente aceptadas de Enterococcus depositadas en NCBI GenBank y NCBI 16S
RefSeq version 204 (Clark et al., 2016; O'Leary et al., 2016). La validacion de la
nomenclatura taxonémica de dichas especies se realizd consultando la referencia en
taxonomia  bacteriana LPSN  (Parte et al,  2020; Disponible  en
Ipsn.dsmz.de/genus/enterococcus). Un conjunto de secuencias correspondiente a
Enterococcus fue recuperado de la base de datos correspondiente a la subunidad menor,
conjunto de referencia no redundante (SSU Ref NR 99, por sus siglas en inglés), version

r138.1 SILVA (Quast et al., 2013; Disponible en arb-silva.de). Los criterios de colecta
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incluyeron secuencias con anotacion taxonéomica SILVA, calidad de secuencia >90, calidad
de pintail >90 y longitud de secuencia >1,200 nucleotidos. Un conjunto de secuencias de
Enterococcus fue recuperado del Ribosomal Database Project (RDP, por sus siglas en inglés;
Cole et al., 2014; Disponible en rdp.cme.msu.edu). Las secuencias colectadas incluyeron
cepas tipo y no tipo, >1,200 nucledtidos y de buena calidad. Finalmente, el tltimo conjunto
de secuencias del género se obtuvo de la base de datos Greengenes version 13.5 (DeSantis et
al., 2006; Disponible en: Greengenes.Ibl.gov). Las secuencias sin nombre taxondémico
binomial 0 nombre taxonémico invalido fueron removidas manualmente de dicho conjunto.
En todos los conjuntos, exceptuando el conjunto taxonémico, se removieron las secuencias
con caracteres del alfabeto extendido ADN/ARN, asi como las columnas de gaps >90%.

7.4.3. Alineamiento de maltiples secuencias y mapeo posicional

Todos los conjuntos de secuencias colectados fueron alineados en Unipro UGENE
usando MAFFT version 7.475 (Katoh y Standley, 2013.) bajo parametros predeterminados.
Las columnas de gaps >90% fueron removidas. Las posiciones del 16S comprendidas en los
alineamientos se determinaron usando las secuencias anotadas con las regiones variables y
conservadas de E. coli K-12 subcepa MG1655 y E. faecalis ATCC 19433.

7.4.4. Analisis filogenético basado en el gen ARNr 16S

Para estimar las relaciones taxondémicas de las especies del género Enterococcus se
realizd un analisis filogenético con métodos de arbol basados en distancias y en criterios de
optimizacion bajo los siguientes pasos: (1) Definicion del perfil de alineamiento, (2)
Busqueda de modelos de sustitucion nucleotidica, (3) Estimacién filogenética mediante
Unioén de Vecinos, (4) Maxima Verosimilitud, (5) Inferencia Bayesiana y (6) Consenso de

topologias.
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7.4.4.1. Definicion del perfil de alineamiento

Partiendo del conjunto taxondmico alineado, refinado y mapeado, se extrajo la secuencia
consenso (modo estricto, limite minimo 50%) para la basqueda de grupos externos usando
NCBI BLAST con el programa blastn, bajo algoritmo MegaBLAST (Morgulis et al., 2008;
Disponible en: blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) contra la base 16S Ribosomal RNA
Sequences (16S RefSeq). Las busquedas iniciaron con la exclusion de secuencias del género
Enterococcus (NCBI taxid: 1350), limitando a miembros de la familia Enterococcaceae
(NCBI taxid: 81852). Las secuencias se recuperaron bajo criterio de porcentaje de identidad
<95%. Las secuencias obtenidas de la busqueda fueron afadidas y alineadas con los
parametros de alineamiento usados previamente.

7.4.4.2. Busqueda de modelos de sustitucion nucleotidica

En la determinacion de los modelos se us6 el complemento ModelFinder
(Kalyaanamoorthy et al., 2017) de IQ-TREE version 1.6.12 (Nguyen et al., 2015)
considerando 22 esquemas de sustitucién (NUm. de modelos=154), frecuencias nucleotidicas
desiguales (A#T#C+#G), tasas de variacion Gamma (+I"), proporciones de sitios invariantes
(+1). Obtenidos los modelos, el mejor modelo ajustado se selecciond bajo los criterios de
Informacion de Akaike corregido (AICc; Akaike, 1974), y Criterio de Informacion
Bayesiano (CIB; Schwarz, 1978) siendo el modelo con las ponderaciones mas bajas por

ambos criterios el aceptado para simular los eventos de sustitucion nucleotidica.
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7.4.4.3. Estimacion filogenética mediante Union de Vecinos

La construccion del arbol filogenético mediante Union de Vecinos (Neighbor Joining;
Saitou y Nei, 1987) se utilizd el programa PAUP version 4.0 (Swofford, 2002) de
construccién de arboles filogenéticos bajo el modelo seleccionado en ModelFinder,
enraizando el arbol en un grupo parafilético compuesto por los grupos de referencia
colectados. La confianza estadistica de nodo se estimé mediante una busqueda heuristica con
1,000 réplicas de bootstrap (Felsenstein, 1985). La topologia obtenida fue condensada a un
corte del 70% de soporte de nodo (>700 réplicas).

7.4.4.4. Estimacion filogenética mediante Méaxima Verosimilitud

Se utilizé 1Q-TREE para la construccion del arbol filogenético basado en Maxima
Verosimilitud usando el modelo especificado. La basqueda de topologias se realizo a partir
de Intercambios de Vecinos Cercanos (NNI). 1,000 réplicas de bootstrap fueron usadas para
estimar la confianza de nodos. La topologia obtenida fue condensada a un corte del 70% de
soporte de nodo (>700 réplicas).

7.4.45. Estimacion filogenética mediante inferencia Bayesiana

El arbol filogenético mediante IB fue generado usando BEAST version 1.8.4 (Drummond
et al., 2012). En el andlisis se utilizd una Cadena de Markov Monte Carlo (MCMC)
diagndstica de 107 generaciones bajo el modelo seleccionado por ModelFinder, descartando
el 10% de las generaciones como burn-in. La estimacion de los tamafios de muestra efectivos
se realizd en Tracer, version 1.6 (Rambaut et al., 2018). Se consideraron tamafios de muestra
efectivos >2,000 ESS. Las generaciones en la cadena fueron incrementadas hasta alcanzar

dicho criterio, aplicando el mismo porcentaje de burn-in.
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7.4.4.6. Consenso de topologias

Los arboles filogenéticos obtenidos se fusionaron mediante TreeGraph2 (Stover y
Miller, 2010) utilizando la topologia obtenida por IB como base. Para generar un
dendrograma consenso, se removieron las topologias conflictivas de cada arbol. EI orden
jerarquico de soporte se especificd en el siguiente orden: IB>MV>NJ. El arbol obtenido fue
exportado a IToL version 4 (Letunic y Bork, 2019) para su edicion final.

7.4.5. Estimacion de entropia posicional del gen ARNr 16S

Para determinar la variacion posicional a través del gen ARNr 16S se utilizaron las
calculadoras de Resumen Numérico Posicional de Nucledtidos (Positional Nucleotide
Numerical Summary en inglés), Entropia del Instituto Nacional de Salud Publica, Republica
Checa (Disponible en http://www1.szu.cz:8080/EntropyCalcWeb/; Nagy et al, 2015) y el
programa Bioedit version 7.2 (Hall, 1999) partiendo de los alineamientos colectados de

SILVA, RDP y Greengenes. La formula de calculo de entropia se describe a continuacion:
H(D) = — Z £, ) In f(x, D)

Donde H(i) corresponde a la entropia en la posicién i, f(x, i) es la frecuencia de cada
base x en la posicion i en un alineamiento de maultiples secuencias. Aunque las posiciones
con valores de entropia cercanos o iguales a 0 se consideraron de alta o total conservacion
(Nagy et al, 2015), la clasificacion de los sitios conservados/variantes se realizd mediante un
enfoque de K-medias usando el software de aprendizaje de maquinas WEKA version 3.8.5.
(Frank et al., 2016) bajo parametros predeterminados. Los sitios clasificados como variantes
fueron seleccionados de los alineamientos y filtrados para la generacién de alineamientos de

sitios variantes.
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El sesgo por la presencia de gaps en los extremos del alineamiento por variaciones de

longitud se ajustara a partir de la entropia inicial obtenida mediante la formula:

H),[C;
o, -0

Donde H(i)a corresponde a la entropia ajustada en la posicion i, H(i), es la entropia inicial en
la posicion iy Ci es la cobertura (porcentaje de nucle6tidos) en la posicion i.

7.4.6. Analisis estadistico

7.4.6.1. Definicidn de parametros estadisticos

Se utilizé la entropia media, proporcion de sitios variantes, proporcion de sitios
conservados, nimero de sitios variantes y nimero de sitios conservados de cada region
conservada y variable del ARNr 16S como parametros para la discriminacion de la
variabilidad génica de cada region. Los parametros de cada regidén conservada/variable
fueron contrastados contra los obtenidos de la totalidad del gen ARNr 16S. La estimacion de
los pardmetros fue obtenida de cada alineamiento (SILVA, RDP, Greengenes y el conjunto
fusionado). Ademas, se realiz6 un andlisis de componentes principales con la finalidad de
reducir la dimension de la cantidad de variables para explicar la varianza de los datos en el
programa IBM SPSS Statistics version 22 (IBM Corp, 2015).

7.4.6.2. Correlacion de marcadores

Se estimo la correlacion de los marcadores conservados/variables y gen ARNr 16S
completo a partir de los parametros evaluados mediante el indice de correlacion de Spearman.
Se considerd una significancia estadistica p<0.05. Para dicho analisis se utiliz el programa

IBM SPSS Statistics version 22 (IBM Corp, 2015).
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7.4.6.3. Agrupamiento Jerarquico

Los parametros de las regiones conservadas/variables y gen ARNr 16S fueron agrupados
mediante el método de grupos de pares no ponderados con media aritmética (UPGMA, por
sus siglas en inglés) en PAST 4 (Hammer et al., 2001). Para estimar la relacion entre los
marcadores y el gen ARNr 16S se utilizo similitud por distancia euclidiana. La confianza
estadistica de los clados obtenidos se estimé mediante 10,000 réplicas de bootstrap, con un
corte de nodo >7,000 réplicas. La confianza estadistica del agrupamiento se evaluo bajo el
indice de correlacion cofenética >0.95. Aquellos marcadores agrupados junto al gen ARNr
16S se consideraron representativos de dicho gen. El arbol obtenido fue exportado a IToL
(Interactive Tree Of Life) v6 (Letunic y Bork, 2021) para su edicién final y la creacion de un
mapa de calor para visualizar los cambios en los valores de correlacion con base en un
gradiente de colores.

7.4.6.4. Evaluacion de marcadores

Aguellos marcadores similares y disimilares al gen ARNr 16S por correlacion y
agrupamiento jerarquico fueron sometidos a evaluacion de marcadores mediante resolucion
filogenética. Se utiliz6 alineamiento del conjunto fusionado integrado por secuencias de las
tres bases de datos (SILVA, RDP y Greengenes) fue fragmentado en sus respectivos
marcadores. Se generaron 2 conjuntos adicionales de secuencias: un conjunto concatenado
con los marcadores similares al gen ARNr 16S y un segundo concatenado con los marcadores
disimilares al gen ARNr 16S. Estos alineamientos, junto con el alineamiento inicial del gen
ARNr 16S fusionado, fueron simulados en 1Q-TREE versién 2.0 (Nguyen et al., 2015)
utilizando el complemento Alisim (Ly-Trong et al.,, 2022) bajo el comando -alisim

alignment_mimic —s example.phy --no-copy-gaps, los conjunto simulados se usaron para la
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generacion de arboles filogenéticos mediante 1Q-TREE bajo el método de Méaxima
verosimilitud (ML) considerando 1,000 réplicas basadas en prueba de razon de verosimilitud
aproximada similar a SH (Shimodaira y Hasegawa, 1999; Guidon et al., 2010) como prueba
de confianza estadistica. El arbol obtenido fue exportado a TreeGraph2 (Stover y Miiller,
2010) para la revision del soporte de los nodos (>70%), después fue exportado a IToL
(Interactive Tree Of Life) v6 (Letunic y Bork, 2021) para su edicién final. Obtenidos los
arboles filogenéticos, se estimo la sensibilidad de agrupamiento en los grupos monofiléticos
encontrados utilizando la siguiente formula:

VP

S=VPTEN

Donde S corresponde a la sensibilidad; VP verdaderos positivos y FN: falsos
negativos.

7.4.6.5. Oligotipificacion del conjunto oligotipado

Se construyd un alineamiento mdltiple del conjunto oligotipado con solo 60
secuencias pertenecientes a 60 especies diferentes de Enterococcus validamente aceptadas a
la fecha de acuerdo con la consulta en LPSN. La longitud comdn de estas secuencias fue
reducida a 1,252 sitios, debido a longitud minima (1,260 pb) de las secuencias de E. alcedinis
CCM 8433 (MT760203), que comprende las regiones V2-V8. Dicho alineamiento se utilizé
para el andlisis de entropia de Shannon.

Con base en dicho andlisis, se implement¢ la tuberia de oligotipificacion (Eren et al.,
2011) con el fin de identificar aquellos componentes/posiciones que aportan el mayor grado
de informacion para la identificacion de especies estrechamente relacionadas, resultando en

oligotipos especificos por especie, es decir, una secuencia particular para cada especie.
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7.5. LUGAR DE REALIZACION

Este trabajo de investigacion se realizo en el Laboratorio de Microbiologia y Biologia
Aplicada de la Facultad de Biologia de la Universidad Autdnoma de Sinaloa. Durante los
meses de septiembre de 2021 a septiembre de 2022.

7.6. FINANCIAMIENTO

Numero de beca 777739 otorgada por CONACYT.

46



VIIl. RESULTADOS

8.1. Descripcion de los conjuntos de datos

Se colectaron 3,659 de Enterococcus spp. de las bases de datos SILVA, RDP y
Greengenes sin caracteres del alfabeto DNA/RNA extendido, agrupadas en cinco conjuntos
de datos. La composicion de los conjuntos de datos se detalla en el Cuadro 4. Para la
estimacion filogenética, las secuencias obtenidas a partir de la base de datos NCBI Genbank
(16S RefSeq + nt), se les denomin6é Conjunto Taxonomico. El alineamiento final estuvo
constituido por 142 secuencias con una longitud de 1,253 sitios (Anexo 10.1), el cual se

utilizé para la construccion del arbol filogenético (Cuadro 4).

Cuadro 4. Descripcion de los conjuntos de secuencias generados en este estudio.

Composicién

Anélisis Organismo Cdc;nljju;goss Origen Inicial Filtrado Final

NUm. de NUm. de NUm. de
. . Pos . Pos

secuenclas secuencilas secuencilas
Bstimacion  Enterococcus gy oy T&ZIRiigsanf 181 1631 142 1,631 142 1,253

Filogenética spp. nt) q ' ' '

ENT-SIL SILVA 1332 3278 1,129 2,690 713 1,571
Variabilidad  Enterococcus ENT-RDP RDP 2,943 3709 2,090 3,081 1,819 1,534
por Entropia Spp. ENT-GG Greengenes 622 2,045 440 1,828 425 1,526
ENT-FUS 2,800 1,526

Pos=posiciones

8.2. Estimacion filogenética del género Enterococcus

La estimacion filogenética comprendio a 60 especies de Enterococcus validamente
aceptadas a la fecha de acuerdo con la consulta en LPSN. La longitud comdn de estas
secuencias fue reducida a 1,253 sitios, debido a longitud minima (1,260 pb) de las secuencias

de E. alcedinis CCM 8433 (MT760203) y L34T (NR_109727).
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Los arboles filogenéticos fueron inferidos bajo el modelo TPM2+F+I+I'4, siendo
seleccionado de acuerdo con el puntaje del CIB (Anexo 10.2 y 10.3) en Méxima
Verosimilitud y equiparado con GTR+F+I+T'4 (tasas AC=AT, AG=CT, CG=GT, frecuencias
de bases equivalentes) en Inferencia Bayesiana y Union de vecinos.

8.2.1. Arbol filogenético

El arbol filogenético consenso se muestra en la Figura 4 y se compone de 4 supergrupos
y dos grupos menores: Supergrupo E. faecium, E. faecalis, E. casseliflavus y E. dispar, asi
como los grupos E. cecorum y E. aquimarinus. Las especies no agrupadas incluyen a E.
phoeniculicola (parafilética al Supergrupo E. faecium), E. xinjiangensis, E. nangangensis y

E. songbeiensis.

Supergrupo E. faecium

Representa la agrupacion mas grande del género. Se divide en los grupos E. avium-
pseudoavium (E. avium, E. hulanensis, E. malodoratus, E. gilvus, E. raffinosus, E.
pseudoavium, E. devriesei, E. pingfangensis, E. viikkiensis, E. xiangfangensis y E.
dongliensis) y el grupo base E. faecium (E. faecium, E. lactis, E. hirae, E. thailandicus, E.

durans, E. ratti, E. mundtii, E. villorum y E. canis).

Supergrupo E. faecalis

Se compone de los grupos E. faecalis-E. rivorum y E. haemoperoxidus (E.
haemoperoxidus, E. crotali, E. rotai, E. caccae, E. silesiacus, E. ureilyticus, E. ureasiticus,

E. termitis, E. quebecensis, E. moraviensis, E. plantarum y E. wangshanyuanii).
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Supergrupo E. casseliflavus

Estd constituido por las agrupaciones E. gallinarum-E. casseliflavus, E.
saccharolyticus (E. saccharolyticus saccharolyticus, E. saccharolyticus taiwanensis y E.

olivae), E. sulfureus-E. bulliens y E. italicus-E. camelliae.

Supergrupo E. dispar

Se integra de los grupos E. dispar (E. dispar, E. canintestini y E. saigonensis), E.

pallens (E. pallens, E. hermanniensis y E. florum) y E. asini (E. asini y E. diestrammenae).

Grupos E. cecorum y E. aquimarinus

El grupo E. cecorum lo constituyen las especies E. cecorum y E. columbae. El grupo

E. aquimarinus incluye a E. aquimarinus, E. lemanii, E. alcedinis y E. eurekensis.
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Figura 4. Consenso filogenético de Inferencia Bayesiana, Maxima Verosimilitud y Union de Vecinos de
1,253 posiciones compartidas del ARNr 16S del género Enterococcus. El dendrograma de consenso muestra
el soporte de nodo en orden de probabilidad posterior (IB) y bootstraps (ML y NJ; 1,000 réplicas). La topologia
obtenida mediante inferencia Bayesiana fue utilizada como base para la generacion del consenso. Las
secuencias de Melissococcus plutonius ATCC 353117 (AB614100), Tetragenococcus halophilus LMG 114907
(EU689052), Tetragenococcus halophilus flandriensis T5" (EU522087), Tetragenococcus koreensis JST
(AY690334), Tetragenococcus solitarius ATCC 49428™ (AF061010), Tetragenococcus osmophilus T1T
(EU522083) y Tetragenococcus muriaticus LMG 18498 (EU689053) fueron escogidas como grupos de
referencia.
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8.3 Entropia posicional del gen ARNr 16S

El andlisis de entropia para las secuencias alineadas dio como resultado un contenido
de informacion especifico de cada posicion usando la expresion de entropia para tres
conjuntos de secuencias provenientes de las bases de datos SILVA, RDP y Greengenes.

Ademas de un cuarto conjunto que es la concatenacion de los conjuntos antes mencionados.
SILVA

El nimero total de secuencias provenientes de SILVA fueron 713 secuencias del gen
ARNr 16S pertenecientes al género Enterococcus, el alineamiento final tuvo una longitud de
1,571 posiciones. Los resultados de la determinacion de la entropia se muestran en la Figura

5.

De acuerdo con el mapeo, la longitud del gen ARNr 16S fue de 1,521 sitios, el valor
de entropia mas alta registrada fue 1.03 en la region V2. Un total de 12 posiciones dentro de
las regiones V1, V2 y V8, es decir, el 0.78% resultaron con una entropia >0.8. El 2.038% de
las posiciones (treinta y uno) tuvieron una entropia >0.6; que se ubicaron en V1 (once
posiciones), V2 (siete posiciones), V3 (cuatro posiciones), V5 (una posicion), V6 (una
posicion), V7 (dos posiciones), V8 (cuatro posiciones) y MC7 (una posicion). El 97.1%

restantes de las posiciones tuvieron una entropia <0.4.
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Figura5. Entropia del conjunto SILVA. La longitud del alineamiento es de 1,571 posiciones; la barra superior
enmarca las 9 regiones hipervariables flanqueadas por los marcadores conservados.

Ribosomal Database Project

El nimero total de secuencias provenientes de RDP fueron 1,819 secuencias del gen
ARNr 168, el alineamiento final tuvo una longitud de 1,534 posiciones. Los resultados de la

determinacion de la entropia se muestran en la Figura 6.

Con base en el mapeo, la longitud del gen ARNr 16S fue de 1,525 sitios. La region
V2 en una posicidn presento la entropia mas alta registrada con un valor de 1.00. EI 0.59%
de las posiciones (nueve) tuvieron un valor de entropia >0.8, V2 (seis posiciones), V1 (una
posicidn), V8 (una posicion) y MC10 (una posicién). EI 3.016% de las posiciones (cuarenta
y seis) tuvieron una entropia >0.6, V1 (diecinueve posiciones), V2 (nueve posiciones), V3
(cuatro posiciones), V5 (una posicion), V6 (dos posiciones), V7 (dos posiciones), V8 (cinco
posiciones), MC2 (una posicion), MC3 (una posicion) y MC10 (dos posiciones). El resto de

las posiciones que son el 96.39% tuvo una entropia <0.4.
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Figura 6. Entropia del conjunto Ribosomal Database Project (RDP). La longitud del alineamiento es de

1,534 posiciones, la barra superior enmarca las 9 regiones hipervariables flanqueadas por los marcadores
conservados.
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Greengenes

El nimero total de secuencias provenientes de Greengenes fueron 425 secuencias del
gen ARNTr 16S pertenecientes al género Enterococcus, el alineamiento final tuvo una longitud
de 1,526 posiciones. Los resultados de la determinacion de la entropia se muestran en la

Figura 7.

Con base al mapeo, la longitud del gen ARNr 16S fue de 1,526 sitios. El 0.15% de
las posiciones tuvieron una entropia >1, V1 'y V2 una posicion respectivamente. EI 0.65% de
las posiciones (diez) en V2 tuvieron una entropia >0.8. El 2.42% de las posiciones (treinta y
siete) tuvieron una entropia >0.6, V1 (diez posiciones), V2 (seis posiciones), V3 (seis
posiciones), V5 (una posicion), V6 (dos posiciones), V7 (dos posiciones), V8 (siete
posiciones), V9 (una posicion) y MC3 (una posicion). EI 96.78% restantes de las posiciones

tuvieron una entropia <0.4.
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Figura 7. Entropia del conjunto Greengenes. La longitud del alineamiento es de 1,526 posiciones, la barra
superior enmarca las 9 regiones hipervariables flanqueadas por los marcadores conservados.
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Fusionado

A partir de una fusion de los tres conjuntos de datos SILVA, RDP y Greengenes, con
un total de 2,800 secuencias del gen ARNr 16S pertenecientes al género Enterococcus y una
longitud de alineamiento de 1,526 sitios. Los resultados de la determinacion de la entropia

se muestran en la Figura 8.

Con base al mapeo, la longitud del gen ARNr 16S fue de 1,513 sitios. Una posicion
en V2 presento el valor mas alto de entropia 1.029. El 0.92% de las posiciones (doce)
tuvieron una entropia >0.8; V1 (una posicion), V2 (once posiciones). EI 1.69% de las
posiciones (veintidos) tuvieron una entropia >0.6, V2 (cinco posiciones), V3 (cuatro
posiciones), V5 (una posicion), V6 (dos posiciones), V7 (dos posiciones), V8 (siete
posiciones) y MC3 (una posicion). EI 98.07% del resto de las posiciones tuvieron una

entropia <0.4.
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Figura 8. Entropia de los 3 conjuntos fusionados, SILVA, RDP y Greengenes. La longitud del alineamiento
es de 1,526 posiciones, la barra superior enmarca las 9 regiones hipervariables flanqueadas por los marcadores
conservados.
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8.4. Clasificacion de sitios mediante K-medias con base en la Entropia

Los valores de entropia por sitio fueron utilizados para el agrupamiento mediante K-
medias, dando como resultado tres distintos grupos o categorias: conservado, variante y
altamente variante.

SILVA

Los valores de entropia para cada uno de los 1,521 sitios del conjunto SILVA fueron
analizados, con base en el algoritmo de K-medias resultando como centroides para cada
grupo los siguientes valores de entropia: 0.0232, 0.2308 y 0.6439, que corresponden al grupo
conservado, variante y altamente variante, respectivamente (Figura 9). Un total de 1,304
sitios (86%) fueron clasificados como conservados, 137 (9%) como sitios variantes y 80 (5%)
como sitios altamente variantes. En el Anexo 13.4 se enlista cada posicion, valor de entropia

y su clasificacion correspondiente.
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Figura 9. Clasificacion de sitios mediante K-medias con base en la Entropia conjunto SILVA. El gréfico
muestra el agrupamiento de los sitios: Conservado, Variante y Altamente variante, representado de diferente

color, azul, verde y anaranjado, respectivamente.
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Ribosomal Database Project

Los valores de entropia para cada uno de los 1,525 sitios del conjunto RDP fueron
analizados, se clasificaron con base en el algoritmo K-medias resultando como centroides los
valores de entropia: 0.0147,0.2429 y 0.6847, que corresponden al grupo conservado, variante
y altamente variante respectivamente (Figura 10). Un total de 1,331 sitios (87%) fueron
clasificados como conservados, 122 (8%) como sitios variantes y 72 (5%) como sitios

altamente variantes. En el Anexo 13.5 se enlista cada posicion, valor de entropia y su

clasificacion correspondiente.

1 x
Q | s
=
=8 F N
Q g £ « «
g = EEE F3 “
— © oy
— > “ # “
* ,
<< Es ; x £ *ow ‘ ’
x % x ® x " P
* * # H
PR . x < .
* % # 4 ® %%
% * x
o * fs
Z * x e
S 05 fux . . J
g
«© * *x “ ® “x
> wx KK
x *
S x x
*
L R « L=
o xx X P x T
P « x
—g < x X s ,:; x4 2 £ ;x * * “ * % E xoxx
i
E xx%&x:(fxx * Kx *ow kN g x Tx &) £y ok F;x N4 K:; o X:xxxxx )
P % % " % % X e k& * * “ ¥
O, & % x;‘-‘“x §z%‘, I D P ARG ek e o e A, R P ir;( L% M%yf"‘i‘ PrY
& % "”@“y*;{,gfﬁ? Bt i gt b B e PO £ ity ,i’w;‘é o i oS o #
& luh B Sl s w%ggﬁ‘ UM R R i
] i f/*}hﬁ T Rl s 4% R P i AN ’?”'M—!ﬁ& < g Vﬂ',f;%

0 762

Figura 10. Clasificacion de sitios mediante K-medias con base en la Entropia conjunto RDP. El gréfico
muestra el agrupamiento de los sitios: Conservado, Variante y Altamente variante, representado de diferente

color, azul, verde y anaranjado, respectivamente.

58



Greengenes

Los valores de entropia para cada uno de los 1,525 sitios del conjunto Greengenes,
fueron analizados. Resultaron como centroides para cada grupo los valores: 0.0107, 0.1538
y 0.6713 que corresponden al grupo conservado, variante y altamente variante
respectivamente (Figura 11). Un total de 1,259 sitios (82.5%) fueron clasificados como
conservados, 191 (12.5%) como sitios variantes y 76 (5%) como sitios altamente variantes.

En el Anexo 13.6 se enlista cada posicion, valor de entropia y su clasificacion

correspondiente.
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Figura 11. Clasificacién de sitios mediante K-medias con base en la Entropia conjunto Greengenes. El
grafico muestra el agrupamiento de los sitios: Conservado, Variante y Altamente variante, representado de

diferente color, azul, verde y anaranjado, respectivamente.
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Fusionado

Los valores de entropia para cada sitio del conjunto fusionado se clasificaron en tres
categorias: conservado, variante y altamente variante (Figura 12). Los valores de entropia
fueron analizados en 1,513 sitios con base en el algoritmo de K-medias resultando como
centroides de cada grupo: 0.012, 0.1501 y 0.6701, respectivamente. Un total de 1,243 sitios
(82%) fueron clasificados como conservados, 197 (13%) como sitios variantes y 73 (5%)

como sitios altamente variantes. En el Anexo 13.7 se enlista cada posicion, valor de entropia

y su clasificacion correspondiente.
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Figura 12. Clasificacion de sitios mediante K-medias con base en la Entropia conjunto fusionado. El
grafico muestra el agrupamiento de los sitios: Conservado, Variante y Altamente variante, representado de

diferente color, azul, verde y anaranjado, respectivamente.
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8.5. Analisis de Componentes principales
SILVA

Dentro de los andlisis de componentes principales (ACP), el componente 1 (MC1)
explica el 84.92% de la variabilidad de los datos y el componente 2 (V1) explica el 15.04%
de los datos, en conjunto explican el 99.96%. Es decir, la variacion de estos dos marcadores,
explica la varianza total del conjunto de 20 marcadores evaluados (MC1, V1, MC2, V2,
MC3, V3, MC4, V4, MC5, V5, MC6, V6, MC7, V7, MC8, V8, MC9, V9, MC10 y gen ARNTr

16S) (Figura 13).
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Figura 13. Andlisis de componentes principales del conjunto SILVA. El grafico muestra el resultado del
ACP para los 20 marcadores con respecto a los 2 componentes extraidos del conjunto SILVA.
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RDP

Con base en el analisis de componentes principales, se describe que el componente 1
(MC1) explica el 84.65% de la variabilidad de los datos, el componente 2 (V1) explica el
15.31%, en conjunto explican el 99.96%. Es decir, la variacion de estos dos marcadores,

explica la varianza total del conjunto de 20 marcadores evaluados (Figura 14).
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Figura 14. Andlisis de componentes principales del conjunto RDP. El gréfico muestra el resultado del ACP
para los 20 marcadores con respecto a los 2 componentes extraidos del conjunto RDP.
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Greengenes

El resultado del analisis de componentes principales, demuestra que el componente 1

(MC1) explica el 94.42% de la variabilidad de los datos. EI componente 2 (V1), explica el

5.54% de los datos, en conjunto explican el 99.96%. Es decir, la variacion de estos dos

marcadores, explica la varianza total del conjunto de 20 marcadores evaluados (Figura 15).
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Figura 15. Analisis de componentes principales del conjunto Greengenes. El grafico muestra el resultado
del ACP para los 20 marcadores con respecto a los 2 componentes extraidos del conjunto Greengenes.
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Fusionado

Los resultados del andlisis de componentes principales, demuestran que el
componente 1 (MC1) explica el 93.32% de la variabilidad de los datos, mientras que el
componente 2 (V1) explica el 6.63%, en total explican el 99.95% de la variabilidad de los
datos. Es decir, la variacion de estos dos marcadores, explica la varianza total del conjunto
de 20 marcadores evaluados (Figura 16).

Ademas, en la Figura 17, se muestra graficamente la ubicacion de los parametros
explicado por los dos componentes principales extraidos del analisis anterior. EI parametro
denominado como numero de sitios variantes es cercano al componente 2, con respecto al
grafico de componentes principales (Figura 16) los marcadores V1, MC1, V9, MC10, V2,
MC5 y ARN 16S son los mas cercanos a este parametro.

En contraposicion esta el parametro denominado como numero de sitios conservados
con respecto al componente 1, que es donde se acerca al resto de marcadores.

Y en el cuadrante inferior izquierdo se encuentras el resto de los parametros como media,

mediana, proporciodn de sitios conservados y proporcion de sitios variantes.

64



1.07
V1, mc1
L]
0.5
e V9
MC10 ®
o v2
g )
s ARN16S  MC5
E- : MC7 WIL-Z.
E mc3MC6§ Ve
© ®vy
mcs
mc4
-0.57
-1.07
I I I I
-1.0 -0.5 0o 0.5 1.0

Componente 1

Figura 16. Andlisis de componentes principales del conjunto Fusionado. El grafico muestra el resultado del
ACP para los 20 marcadores con respecto a los 2 componentes extraidos del conjunto Fusionado.
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Figura 17. Analisis de Regresién de los dos componentes principales del conjunto Fusionado. El gréafico
muestra el resultado del ACP de los parametros respecto a los 2 componentes extraidos del conjunto Fusionado.
#Svar= nimero de sitios variantes, #Scon= nimero de sitios conservados, P/V= proporcién de sitios variantes,
P/C= proporcidn de sitios conservados, media y mediana.
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8.6. Correlacion y agrupamiento jerarquico de los marcadores conservados y variables

El célculo de los parametros de variacion (entropia media y mediana, la proporcion
de sitios conservados, la proporcion de sitios variantes, el nimero de sitios variantes y el
numero de sitios conservados) para un total de 20 marcadores, resulté en una matriz de datos,
a partir de la cual se le realizd la prueba de correlacion de Spearman que llevo a la

construccién de un dendrograma y mapa de calor para cada conjunto respectivamente.

El grado de correlacién entre los marcadores conservados/variables y el gen 16S
completo para los cuatro conjuntos (SILVA, RDP, Greengenes y Fusionado) fue obtenida
utilizando la correlacion de Spearman, estos resultados se muestran en un mapa de calor y
debido al agrupamiento jerarquico se logré identificar a los marcadores similares y distantes

al ARN 16S

SILVA

En la Figura 18 se muestra el dendrograma, el cual present6 una longitud de rama de
1.68 constituido por 2 ramas principales donde se agrupan a los marcadores diferentes y los
similares y en la parte superior se encontré6 al MC10 como parafilético que obtuvo la
correlacion mas baja respecto al 16S (-0.14) indicando una correlacion negativa débil.
Seguido por un clado integrado por los 4 marcadores conservados (20%) (MC8, MC6, MC5

y MC4), con una correlacion de 0.32, indicando una correlacién positiva débil.

Dentro de la rama de los marcadores similares al gen ARNr 16S, aparecen agrupados
2 marcadores (10%) MC1 y V1 con una correlacion de 0.89 y 0.6, respectivamente. Otros 2
marcadores V7 y V5 estan en el clado mas cercano a los similares al gen ARNr 16S, con una

correlacion de 0.83 y 0.85, respectivamente.

66



En el clado de los similares al gen ARNr 16S, se integran 9 marcadores (45%) V9,
MC9, V8, MC7, V4, V3, V2, MC2 con una correlacion de 1 la cual se denomina altamente

positiva. MC3 result6 parafilético a dicho clado con una correlacion de 0.94.

mcs -0.955
ME8 076 O
lecs 2
Mmca -0564 @
MC1 n—,
1 0369 2
v7 o-
—{\. 0173 S
bes 0022 &
jss 0.218 &
o
MC9 0413 &
V8 3
mc? 0.609 o
V4 =3

v3 0.804

V2 1

MC2

Figura 18. Agrupamiento jerarquico mediante UPGMA y mapa de calor del Conjunto SILVA. El gréafico
muestra el agrupamiento jerarquico de los marcadores conservados/variables y el gen ARNr 16S completo por
el método UPGMA y mapa de calor que muestra el gradiente de variacién de la correlacion de Spearman, del
lado derecho la barra indica el grado de variacion de color azul a rojo (-0.955 a 1).
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RDP

El dendrograma resultante para el conjunto RDP presento una longitud de rama de
4.8, esta constituido por 2 ramas principales (Figura 19). En la rama superior se ubican a los
marcadores que resultaron ser diferentes al gen ARNr 16S completo, se encontré al MC10
que resulté parafilético que obtuvo la correlacion mas baja respecto al gen ARNr 16S (-0.14)
indicando una correlacion negativa débil, seguido por un clado integrado de 5 (25%)
marcadores conservados (MC9, MC8, MC7, MC6 y MC4), los cuales obtuvieron una

correlacion de 0.32, lo que indica una correlacion positiva debil.

En la rama de los marcadores similares, aparecen 2 marcadores (10%), MC1 y V1

agrupados dentro del mismo clado con una correlacion 0.89 y 0.77, respectivamente.

El marcador V5 resultd parafilético al clado de los similares al gen ARNr 16S, con
una correlacién altamente positiva de 0.83. Seguido por los marcadores V7 y V4, en donde
ambos obtuvieron una correlacion altamente positiva de 0.94, pero no fue suficiente para
agruparse dentro del clado de los marcadores similares al gen ARNr 16S, V9, V8, V6, MC5,
V3, MC3, V2, MC2; un total de 10 marcadores (50%) con una correlacion altamente positiva

de 1 de los marcadores similares al gen ARNr 16S.
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Figura 19. Agrupamiento jerarquico mediante UPGMA y mapa de calor del Conjunto RDP. El gréfico
muestra el agrupamiento jerarquico de los marcadores conservados/variables y el gen ARNr 16S completo por
el método UPGMA y mapa de calor que muestra el gradiente de variacién de la correlacion de Spearman, del
lado derecho la barra indica el grado de variacion de color azul a rojo (-0.912 a 1).
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Greengenes

El dendrograma del conjunto Greengenes present6 una longitud de rama de 2.4, y esta

constituido por 2 ramas principales (Figura 20).

En la rama superior se ubican a los marcadores que fueron diferentes al gen ARNr
16S completo, se encontrd al MC8 que resulté parafilético que obtuvo la correlacion més
baja respecto al gen ARNr 16S (0.29), seguido por un clado integrado 3 marcadores

conservados (MC7, MC6 y MC4), los cuales obtuvieron una correlacion de 0.52.

Dentro de la rama de los similares al gen ARNr 16S, en el primer clado se ubicaron
los marcadores MC9 y MC2 con una correlacion de 0.99 (10%) y en el clado mas grande se
encontraron el 70% (14/20) de los marcadores con una correlacién de 1, denominandola
como altamente positiva con respecto al gen ARNr 16S, incluyendo al MC10, V9, V8, V7,

V6, V5, MC5, V4, V3, MC3, V2, MCly V1.
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Figura 20. Agrupamiento jerarquico mediante UPGMA y mapa de calor del Conjunto Greengenes. El
grafico muestra el agrupamiento jerarquico de los marcadores conservados/variables y el gen ARNr 16S
completo por el método UPGMA y mapa de calor que muestra el gradiente de variacion de la correlacion de
Spearman, del lado derecho la barra indica el grado de variacion de color azul a rojo (0.294 a 1).
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Fusionado

El dendrograma resultante para el conjunto fusionado una longitud de rama de 2.2 y
esta constituido por 2 ramas principales que separan a los marcadores diferentes y similares
al gen ARNr 16S (Figura 21). En la rama superior se encontré al MC8 y MC4 (2/20), con

una correlacion de 0.52 respecto al gen ARNr 16S.

Después aparece V1 como parafilético al clado de los marcadores similares, ya que
obtuvo una correlacion de 0.89, que se considera como positiva muy fuerte pero que no fue
suficiente para entrar en el clado de los similares con una correlacion de 1, que engloban al
85% (17/20) de los marcadores del gen ARNr 16S, MC10, V9, MC9, V8, V7, MC7, V6,

MC6, V5, MC5, V4, V3, MC3, V2, MC1 y MC2.
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Figura 21. Agrupamiento jerarquico mediante UPGMA y mapa de calor del Conjunto Fusionado. El
grafico muestra el agrupamiento jerarquico de los marcadores conservados/variables y el gen ARNr 16S
completo por el método UPGMA y mapa de calor que muestra el gradiente de variacion de la correlacién de

Spearman, del lado derecho la barra indica el grado de variacion de color azul a rojo (0.091 a 1).
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8.7. Evaluacién de marcadores mediante resolucion filogenética
Gen ARNFr 16S

Un total de 2,800 secuencias y una longitud 1,528 posiciones comprendieron el
conjunto del gen ARNr 16S, el cual fue simulado bajo el modelo TNe+I+R7 (Del inglés
Tamura-Nei Equal base Frequencies con sitios invariantes) mas 7 tasas de heterogeneidad a
través de los sitios y a partir de este conjunto se obtuvo el arbol filogenético del gen ARNr
16S completo realizado mediante el método de Méaxima verosimilitud (ML), fue inferido bajo
el modelo TIM3e+I+G4 (Transition Model Equal base frequencies) Modelo de Transicién
con frecuencia de tasas iguales mas proporcion de sitios invariantes mas 4 tasas Gamma,
siendo seleccionado de acuerdo con el puntaje del Criterio de Informacion Bayesiano (CIB)
(Anexo 10.8). Dentro del cual se obtuvieron 31 clados con un soporte de nodo >70%
bootstraps (Figura 22).

El 80.64% de clados fueron monofiléticos E. wangshanyuanii, E. cecorum, E,
columbae, E. bulliens, E. lemanii, E. hirae, E. pallens, E. rivorum, E. hermanniensis, E. canis
y E. ratti, el 44% de estos agrupamientos obtuvieron una sensibilidad del 100%. El 66% de
los clados formados por especies obtuvieron los siguientes valores de sensibilidad E. avium
(97.56%), E. faecalis (93.7%), E. sulfureus (92.86%) E. mundtii (92.31%) E eurekensis
(71.43%) E. dispar (88.89%), E. phoeniculicola (83.33%), E. thailandicus (55%), E.
malodoratus (30%), E. gilvus (20%) y E. faecium (15.9%). Y debido a la similitud entre
parejas de especies se formaron 4 clados E. gallinarum-casseliflavus, E italicus-camelliae,
E. saccharolyticus-olivae y E. asini-diestrammenae, cuyo valor de sensibilidad fue de 100%
para cada una de las parejas.

Se formaron 2 clados que agruparon a dos grandes grupos de especies; el grupo

haemoperoxidus (E. haemoperoxidus, E. crotali, E. rotai, E. caccae, E. silesiacus, E.
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ureilyticus, E. ureasiticus, E. quebecensis, E. moraviensis, E. plantarum) y el grupo

pseudoavium (E. pseudoavium, E. devriesei, E. pingfangensis, E. viikkiensis,

xiangfangensis y E. dongliensis).
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Figura 22. Arbol filogenético por ML ARNr 16S completo. Se muestra una representacion circular del
arbol filogenética del ARNr 16S por ML con valores de Bootstrap >70%. De color rojo estan marcados los
clados descritos.
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Marcadores similares

Un total de 2,800 secuencias y una longitud 648 posiciones fueron analizadas en el
conjunto de marcadores similares, simulado bajo el modelo TPM3+R5 (frecuencias de tasas
iguales) mas 5 tasas libres y a partir de este conjunto se obtuvo el arbol filogenético de los
marcadores similares (V2, V3, V8 y V9) realizado mediante el método de Maxima
verosimilitud (ML), fue inferido bajo el modelo TIM3e+G4 (Modelo de Transicion con tasas
iguales mas 4 tasas Gamma), siendo seleccionado de acuerdo con el puntaje del CIB (Anexo
10.9). Dentro del cual se obtuvieron 30 clados con un soporte de nodo >70% bootstraps
(Figura 23).

El 96.66% de clados agruparon a una sola especie; E. wangshanyuanii, E. cecorum,
E. camelliae, E. lemanii, E. mundtii, E. rivorum, E. eurekensis, E. pallens, E. hermanniensis,
E. asini, E. diestrammenae, E. phoeniculicola, E. ratti, E. olivae, E. villorum, E. termitis, E.
plantarum, E. columbae y E. canis estos agrupamientos obtuvieron una sensibilidad del
100% (65.51%).

El 34.49% de los clados formados por especies obtuvieron los siguientes valores de
sensibilidad E. hirae (99.55%), E. avium (97.56%), E. faecalis (95.89%), E. sulfureus
(92.86%), E. italicus (85.71%), E. gallinarum (83.5%), E. devriesei (66.67%), E. caccae
(50%), E. durans (43.49%) y E. faecium (39.51%). Y debido a la similitud entre dos especies

se cred el clado E. dispar-canintestini, cuyo valor de sensibilidad fue de 90.91%.
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Figura 23. Arbol filogenético por ML marcadores similares. Se muestra una representacion circular del
arbol filogenética de los marcadores similares al ARNr 16S por ML con valores de Bootstrap >70%. De color

rojo estan marcados los clados descritos.
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Marcadores disimilares

Un total de 2,800 secuencias y una longitud 881 posiciones fueron analizadas en el
conjunto de simulado bajo el modelo K2P+1+R6 (Kimura 2 parametros) mas 6 tasas de
heterogeneidad a través de los sitios y a partir de cual se construyo el arbol filogenético de
los marcadores disimilares (MC1, V1, MC2, MC3, MC4, V4, MC5, V5, MC6, V6, MC7,
V7, MC8, MC9 y MC10), realizado mediante Maxima verosimilitud (ML), inferido bajo el
modelo TNe+I+G4 (Tamura y Nei) mas proporcion de sitios invariantes mas 4 tasas Gamma,
siendo seleccionado de acuerdo con el puntaje del CIB (Anexo 10.10). Dentro del cual se

obtuvieron 17 clados con un soporte de nodo >70% bootstraps (Figura 24).

Los clados que resultaron ser monofiléticos se denominaron como el nombre de la
especie por el que estd integrado, se describen los clados E. phoeniculicola, E.
diestrammenae, E. lemanii, E. eurekensis, E. wangshanyuanii, E. hermanniensis y los clados
que estan formado por parejas de especies que debido a la similitud entre ellas no se pudieron
separar tenemos a E. cecorum-columbae, E. saccharolyticus-olivae, E. italicus-camelliae y
E. gallinarum-casseliflavus. El 58.8% de los clados se agruparon con una sensibilidad del
100%.

El 41.17% de los clados obtuvieron los siguientes porcentajes de sensibilidad E.
faecalis (95.47%), E. villorum (71.43%), E. mundtii (37.84%), E. asini (37.5%), E. durans

(8.89%) y E. faecium (3.7%). Ademas de la pareja de E. sulfureus-bulliens (93.75%).
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Figura 24. Arbol filogenético por ML marcadores disimilares. Se muestra una representacion circular del
arbol filogenética de los marcadores disimilares al gen ARNr 16S por ML con valores de Bootstrap >70%. De
color rojo estdn marcados los clados descritos.
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8.8 Oligotipificacion
8.8.1. Estimacion de la Entropia de Shannon del conjunto oligotipado

Con base en el anélisis de entropia de Shannon, del conjunto oligotipado (60 especies)
60 secuencias de una longitud de 1,249 que comprende desde V2 a V8 se determind que la
region con mayor entropia correspondia a la region V2 (Figura 25-panel a), seguida de la
region V8 (Figura 25-panel b).

La oligotipificacion mostré un total de 13 componentes/posiciones que debido al
valor de entropia aportaban el mayor grado de informacién discriminatoria entre especies,

las cuales estan dentro de la region hipervariable V2.
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Figura 25-panel ay b. Entropia de Shannon de conjunto oligotipado. El gréfico representa el anélisis de entropia de Shannon del alineamiento
multiple de secuencias del conjunto taxonémico de 60 especies con una longitud de 1,252 posiciones.
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Figura 25-panel c y d. Entropia de Shannon conjunto oligotipado. El grafico representa el andlisis de entropia de Shannon del alineamiento
multiple de secuencias del conjunto taxonémico de 60 especies con una longitud de 1,252 posiciones.
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8.8.1.2. Oligotipos

Se obtuvieron un total de 42 oligotipos con una longitud de 13 nucleétidos, 33 fueron
especificos por especie con una pureza de 1 que se enlistan en el cuadro 5. Ademas 3
oligotipos fueron especificos para 3 grupos de especies. EI grupo uno denominado como
Haemoperoxidus que incluye a 6 especies (E. haemoperoxidus, E. moraviensis, E. caccae,
E. quebecensis, E. silesiacus y E. ureasiticus). Seguido por el grupo Durans conformado por
5 especies (E. durans, E. hirae, E. lactis, E. thailandicus y E. xinjiangensis), y finalmente el
grupo Pseudoavium que esta integrado por 4 especies (E. devriesei, E. pseudoavium, E.
viikkiensis y E. xiangfangensis) (Cuadro 5).

También resultaron 6 parejas de especies que comparten un oligotipo, entre ellas estan
las especies E. avium y E. hulanensis, E. gilvus y E. raffinosus, E. crotali y E. rotai, E.
alcedinis y E. eurekensis, E. casseliflavus y E. gallinarum y finalmente E. asini y E.

saigonensis (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Oligotipado de especies y grupo de especies

Especie Oligotipos Especie Oligotipos
E. aquimarinus ACGCTTTTCA-GGC E. haemoperoxidus
E. bulliens GCGCTCTTTAAAGC E. moraviensis
E. camelliae GCGCTCTTTGACGC E. caccae
. . . ACGCTGCGCGATA
E. canintestini GAGCCAAGATATGC E. quebecensis
E. canis GCATCACGCGATGC E. silesiacus
E. cecorum GCGCTCATTTGAGC E. ureasiticus
E. columbae GCGCTTACTTGTGC E. durans
E. diestrammenae AGGCTAAGATGTTC E. hirae
E. dispar AAGCTTAAGTATGC E. lactis GCATCACGAGATG
E. dongliensis GCATTATAAACTGC E. thailandicus
E. faecalis ACGCCGTTTAGGGC E. xinjiangensis
E. faecium GCATCAC-AGATG E. devriesei
E. florum GAGCTACGAGATGC E. pseudoavium
Lo L GCATCATAAACTG
E. hermanniensis AAGCCAGAACTTGC E. viikkiensis
E. italicus GCGCTCTTTAATGC E. xiangfangensis
E. lemanii ACGCTCTTCAAAAC E. casseliflavus
. GCATCCATTAATG
E. malodoratus GCATCGAGATATGC E. gallinarum
E. mundtii GCATCACGAGTTGC E. avium
. . GCATCACGAGGT
E. nangangensis GTGCCATTTAATAC E. hulanensis
E. olivae GCATTCATTCACGC E. gilvus
. GCATCAAGATATG
E. pallens AGGCCAGAACTTGC E. raffinosus
E. phoeniculicola GCATCATGAAATAC E. crotali
. . . ACGCCGCGCGATA
E. pingfangensis GCATCGTAAACTGC E. rotai
E. plantarum ACGCTACGCGATAC E. alcedinis
. . GTGCTTTTTAAGAC
E. ratti ACATCACAAGATAC E. eurekensis
E. rivorum ACGCCGCTTGGGAC E. asini
. ) . GAGCCACAAGATGC
E. saccharolyticus GCGCTCTTTAACGC E. saigonensis
E. songbeiensis GCGCTCAAGTCTGC
E. sulfureus GCGCTCGTTGTAGC
E. termitis GCGCTGCGCGATAC
E. ureilyticus ACGCTGCGCGATGC
E. villorum GCATTATAAAATGC
E. wangshanyuanii GCATCGCGCGATAC
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8.8.2. Comparaciéon de los resultados del valor de expectacion y el porcentaje de
identidad del Oligotipado con respecto al gen ARNr 16S en BLAST

Una vez determinadas las 13 posiciones discriminatorias, se opt6 por una longitud de
secuencia de 105 nucleotidos. Las secuencias (105 nt) fueron analizadas en BLAST al igual
que las secuencias completas del gen ARNr 16S. En el caso de las 60 secuencias que contiene
alos oligotipos (105 nt) el 60% se logré identificar con una Unica secuencia con un porcentaje
de identidad del 100% con distintos niveles valores de expectacion, el 36.6% de las
secuencias obtuvieron un valor de expectacion de 7.00E-49, seguido del 18.33% (5.00E-50)
y finalmente 2 secuencias se identificaron como E. cecorum (1.00E-46) y E. florum (1.00E-
48) obtuvieron los valores de expectacion mas bajos (Cuadro 6).

Dentro de las cuales también se incluyen a parejas que comparten oligotipo como E.
alcedinis y E. eurekensis, ademas de E. asini y E. saigonensis que mediante la busqueda en
BLAST, lograron identificarse plenamente. Por su parte utilizando el gen ARNr 16S
completo se obtuvieron porcentajes de identidad >99% y con un valor de expectacién de 0.0,
con la excepcion de la especie E. florum que obtuvo una identidad de 98.53% (Cuadro 7).
En cuanto a los agrupamientos los valores de expectacion y porcentajes de identidad para el
grupo Pseudoavium (E. devriesei, E. pseudoavium, E. viikkiensis y E. xiangfangensis) obtuvo
(7.00E-49; 100.00%). En el caso del grupo Haemoperoxidus (E. haemoperoxidus, E.
moraviensis, E. caccae, E. quebecensis, E. silesiacus y E. ureasiticus) y el grupo durans (E.
durans, E. hirae, E. lactis, E. thailandicus y E. xinjiangensis) los valores fueron de 5.00E-
50; 100.00% para ambos grupos, por lo que no se puede discernir entre las especies de estos
grupos. Ademas, la secuencia de E. faecium que tiene su propio oligotipo (GCATCAC-
AGATG), en la busqueda en BLAST resulté con un valor de expectacion de 9.00E-48 y

99.05% de identidad para las especies del grupo Durans. Los valores de identidad para el gen
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completo fueron >99% para todas las especies de cada grupo. Ademas, para la especie E.

xiangfangensis obtuvo una 95.98% con el grupo Durans (Cuadro 7).

De las 6 parejas que se formaron por el oligotipado, 3 de ellas no pudieron
identificarse adecuadamente en la busqueda en BLAST, en primera instancia las parejas de
E. aviumy E. hulanensis y la pareja de E. gilvus y E. raffinosus obtuvieron los mismos valores
de expectacion e identidad (7.00E-49; 100.00%), por lo que no fue posible separar a estas
parejas. De igual manera en el caso de la pareja integrada por E. crotali y E. rotai (5.00E-50;

100.00%) y que se consideran como la misma secuencia (Cuadro 7).

Finalmente, los valores de expectacion e identidad fueron de 2.00E-48; 100.00% y
para el gen completo fue de 98.91% con 0.0 de valor de expectacion E. casseliflavus y 7.00E-
49; 100.00% E. gallinarum en donde esta Gltima tuvo los mismos valores con la especie E.

casseliflavus. Para el gen completo obtuvo una identidad de 98.91% (0.0)
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Cuadro 6. Valor de expectacion y porcentaje de identidad del Oligotipado y del ARNr 16S en BLAST

Longitud 105 nt

ARNT 16S >1,200

Especie

Oligotipo Valor-E ID % Valor-E ID %
E. nangangensis GTGCCATTTAATAC 7.00E-49 100.00% 0.0 99.50%
E. columbae GCGCTTACTTGTGC 7.00E-49 100.00% 0.0 99.55%
E. termitis GCGCTGCGCGATAC 5.00E-50 100.00% 0.0 99.47%
E. camelliae GCGCTCTTTGACGC 7.00E-49 100.00% 0.0 99.66%
E. italicus GCGCTCTTTAATGC 7.00E-49 100.00% 0.0 99.60%
E. saccharolyticus GCGCTCTTTAACGC 7.00E-49 100.00% 0.0 99.16%
E. bulliens GCGCTCTTTAAAGC 7.00E-49 100.00% 0.0 99.66%
E. sulfureus GCGCTCGTTGTAGC 7.00E-49 100.00% 0.0 99.16%
E. cecorum GCGCTCATTTGAGC 1.00E-46 99.03% 0.0 99.42%
E. songbeiensis GCGCTCAAGTCTGC 7.00E-49 100.00% 0.0 99.93%
E. olivae GCATTCATTCACGC 7.00E-49 100.00% 0.0 99.93%
E. dongliensis GCATTATAAACTGC 7.00E-49 100.00% 0.0 99.44%
E. villorum GCATTATAAAATGC 5.00E-50 100.00% 0.0 99.40%
E. pingfangensis GCATCGTAAACTGC 7.00E-49 100.00% 0.0 99.44%
E. wangshanyuanii GCATCGCGCGATAC 5.00E-50 100.00% 0.0 99.47%
E. malodoratus GCATCGAGATATGC 7.00E-49 100.00% 0.0 99.29%
E. phoeniculicola GCATCATGAAATAC  5.00E-50 100.00% 0.0 99.39%
E. canis GCATCACGCGATGC 5.00E-50 100.00% 0.0 99.39%
E. mundtii GCATCACGAGTTGC 5.00E-50 100.00% 0.0 99.04%
E. florum GAGCTACGAGATGC 1.00E-48 100.00% 0.0 98.53%
E. canintestini GAGCCAAGATATGC  7.00E-49 100.00% 0.0 99.54%
E. diestrammenae AGGCTAAGATGTTC 7.00E-49 100.00% 0.0 99.65%
E. pallens AGGCCAGAACTTGC 7.00E-49 100.00% 0.0 99.46%
E. aquimarinus ACGCTTTTCA-GGC 5.00E-45 100.00% 0.0 99.27%
E. lemanii ACGCTCTTCAAAAC 7.00E-49 100.00% 0.0 99.68%
E. plantarum ACGCTACGCGATAC 5.00E-50 100.00% 0.0 99.37%
E. faecalis ACGCCGTTTAGGGC 5.00E-50 100.00% 0.0 99.29%
E. rivorum ACGCCGCTTGGGAC 5.00E-50 100.00% 0.0 99.32%
E. ratti ACATCACAAGATAC 5.00E-50 100.00% 0.0 99.47%
E. dispar AAGCTTAAGTATGC 7.00E-49 100.00% 0.0 99.36%
E. hermanniensis AAGCCAGAACTTGC 7.00E-49 100.00% 0.0 99.30%
E. ureilyticus ACGCTGCGCGATGC 5.00E-50 100.00% 0.0 99.41%
E. alcedlnls. GTGCTTTTTAAGAC 7.00E-49 100.00% 0.0 99.92%
E. eurekensis 7.00E-49 100.00% 0.0 99.68%
E. asini 7.00E-49 100.00% 0.0 99.55%

) i GAGCCACAAGATGC

E. saigonensis 7.00E-49 100.00% 0.0 99.78%
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Cuadro 7. Valor de expectacion y porcentaje de identidad del Oligotipado por grupos o parejas y del

ARNYr 16S en BLAST

Longitud 105 nt ARNr 16S >1,200

Especie Oligotipo Valor-E ID % Valor-E ID %

E. haemoperoxidus 0.0 99.01%

E. moraviensis 0.0 99.07%

E. caccae 0.0 99.39%
. ACGCTGCGCGATA  5.00E-50 100.00%

E. quebecensis 0.0 99.77%

E. silesiacus 0.0 99.41%

E. ureasiticus 0.0 99.69%

E. durans 0.0 99.48%

E. hirae 0.0 99.29%

E. lactis GCATCACGAGATG 5.00E-50 100.00% 0.0 99.44%

E. thailandicus 0.0 99.39%

E. xinjiangensis 0.0 95.98%

E. faecium GCATCAC-AGATG  9.00E-48 99.05% 0.0 99.36%

E. devriesei 0.0 99.47%

E. pseudoavium 0.0 99.35%
o GCATCATAAACTG  7.00E-49 100.00%

E. viikkiensis 0.0 99.53%

E. xiangfangensis 0.0 99.44%

E. casseliflavus 2.00E-48 100.00% 0.0 98.91%

. GCATCCATTAATG

E. gallinarum 7.00E-49 100.00% 0.0 99.36%

E. avium 0.0 99.42%
. GCATCACGAGGT 7.00E-49  100.00%

E. hulanensis 0.0 99.57%

E. gilvus 0.0 99.46%
] GCATCAAGATATG  7.00E-49 100.00%

E. raffinosus 0.0 99.33%

E. crotali 0.0 99.39%
. ACGCCGCGCGATA 5.00E-50 100.00%

E. rotai 0.0 99.41%
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IX. DISCUSION

9.1. Analisis filogenético del genero Enterococcus

Los resultados del consenso filogenético de Inferencia Bayesiana, Méaxima
Verosimilitud y Union de Vecinos de 1,253 posiciones compartidas del gen ARNr 16S del
género Enterococcus (Figura 4) se compararon con la filogenia de Enterococcus spp.
reportadas por Zhong y cols. en 2017. Comparando dichas estimaciones, en el presente
trabajo se analizaron un total de 60 spp., 11 mas que Zhong et al. (2017), las cuales son
actualizaciones filogenéticas, es decir, nuevas especies que fueron reportadas en afios
recientes como E. hulanensis, E. pingfangensis, E. dongliensis, E. crotali, E.
wangshanyuanii, E. bulliens, E. saigonensis, E. florum, E. nangangensis, E. xinjiangensis y

E. songbeiensis (Figura 4).

En el presente trabajo se describieron 4 supergrupos y dos grupos menores:
Supergrupo E. faecium, E. faecalis, E. casseliflavus y E. dispar, asi como los grupos E.
cecorum y E. aquimarinus, la cual es similar a la estimacion realizada por Zhong et al. (2017)
y Gooch et al. (2021) ambos utilizando el gen ARNr 16S mediante el método de maxima
verosimilitud con un corte de nodo del 70% (1,000 réplicas) y enraizado en el punto medio

en el trabajo de Gooch et al. (2021).

Zhong y cols. en 2017 reportaron una segunda estimacion filogenética con los genes
concatenados del core y pan-genoma. Cuya topologia de 6 ramas conformada por las especies
E. faecium, E. faecalis, E. dispar, E. casseliflavus, E. pallens y E. canis es similar a la

presentada en este estudio (4 supergrupos), debido a que la rama de E. pallens y E. canis
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estan dentro del Supergrupo E. casseliflavus, y se discuten a continuacion con base a la

topologia obtenida en el presente estudio.

Supergrupo E. faecium.

En este supergrupo se incluye al grupo E. avium-pseudoavium, el cual contiene a las
especies E. malodoratus, E. gilvus y E. raffinosus que aparecen con un ancestro en comdn
con un soporte de (0.987/-/732) como grupos independientes. Mientras que Kosecka-Strojek
y cols. (2020) no pudieron separar a E. raffinosus / E. gilvus ya que eran idénticas o casi
idénticas (identidad >99.8%). Sin embargo, en el presente estudio la topologia del arbol
filogenético contiene a E. gilvus y E. raffinosus en dos grupos bien definidos con un soporte
de nodo de -/-/0.954 y -/770/-, respectivamente, lo cual coincide con Li y Gu (2019). Dicho
agrupamiento es el que tiene méas definicion respecto a las estimaciones filogenéticas de
Zhong et al. (2017) y Gooch et al. (2021). Seguido por el grupo E. avium-hulanensis
conformado por dichas especies con un soporte de nodo (0.994/730/786), similar a lo

reportado por Li y Gu en 2019.

Uno de los grupos mas grandes y con menor definicion es el grupo E. pseudoavium
que contiene a las especies E. xiangfangensis, E. devriesei, E. pingfangensis, E. dongliensis,
E. pseudoavium y E. viikkiensis (1/820/892). Esto es similar a lo reportado anteriormente por
Gooch et al. (2021) y Li y Gu (2019) solo que difiere en que la especie E. dongliensis se
logré separar de este grupo en ambas estimaciones. Pero aun asi dicho grupo no tuvo buena
resolucion debido a la similitud entre las secuencias, por lo que concuerda con la hipotesis
que menciona las deficiencias discriminatorias del gen ARNr 16S para especies que

provienen del mismo hébitat (Gilmore et al., 2013).
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El grupo base E. faecium esta conformado por las especies E. hirae, E. thailandicus
y E. durans que tiene el mismo ancestro en comun (965/-/-). Seguido por el grupo E. faecium-
lactis que incluye a dichas especies, dicha topologia concuerda con Gilmore y cols. (2013) y
Gooch y cols. (2021). En la rama contigua se encuentran las especies E. ratti, E. mundtii, E.
villorum y E. canis. Zhong y cols. (2017) concuerda con el agrupamiento descrito en el
presente estudio solo en 5 especies (E. faecium, E. thailandicus, E. durans, E. mundtii y E.
villorum) dicho agrupamiento se atribuye a que son aislados principalmente de sangre y tracto

gastrointestinal.

De acuerdo con Li y Gu. (2019), E. villorum y E. canis tienen una relacion mas
estrecha, mientras que Gooch et al. (2021) reporta que E. canis y E. hirae son quienes tienen
dicha relacién. Por su parte, en este estudio se reporta que E. canis tiene su propia rama con
un soporte de (1/1000/996), contrastando con la de Zhong et al. (2017) en cuya estimacion

dicha especie result6 parafilética.

Ademas, se reporta a la especie E. phoeniculicola como parafilética al Supergrupo E.
faecium con un soporte (1/1000/997), esto concuerda con Gooch et al. (2021) y Zhong et al.

(2017), en cambio Li y Gu (2019) reporta que fue divergente al grupo E. faecalis.

Supergrupo E. faecalis

El primer grupo que se describe es E. haemoperoxidus, esta integrado por las especies
E. ureilyticus, E. rotai, E. ureasiticus, E. caccae, E. silesiacus y E. crotali (1/810/-) similar
a lo reportado por Zhong et al. (2017). Dicho grupo esta dividido en 3 subgrupos, el primer

subgrupo surge a partir de la especie E. rotai que se unié a la nueva actualizacidn taxonémica
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E. crotali en una rama independiente (0.996/-/-) concordando con Li y Gu (2019) y Gooch

et al. (2021) con un soporte >70% formando el subgrupo E. rotai-crotali.

El subgrupo E. caccae esta conformado por las especies E. ureilyticus, E. ureasiticus,
E. caccae, E. silesiacus, se muestra una politomia que concuerda con Gooch et al. (2021) al
integrar las mismas especies; sin embargo, Li y Gu (2019) reportaron a E. ureilyticus fuera
del subgrupo. El subgrupo E. haemoperoxidus esta integrado por las especies E. termitis, E.
plantarum, E. haemoperoxidus, E. quebecensis, E. moraviensis de acuerdo con lo reportado
por Zhong y cols. (2017); sin embargo, en el presente estudio E. termitis formé su propio
grupo (1/1000/992), lo cual concuerda con Liy Gu (2019); Gooch et al. (2021) y la especie
de E. wangshanyuanii una nueva actualizacion filogenética se reporta como una rama
divergente al subgrupo E. haemoperoxidus reportado previamente por Gooch et al. (2021).
El grupo E. faecalis-rivorum (1/840/867) integrado por dichas especies tienen un ancestro

comdun. Esto ya habia sido reportado por Li y Gu (2019) y Gooch et al. (2021).

En el estudio de Gooch et al. (2021) la especie E. nangangensis se mostro divergente
alaramade E. faecalis, contrastando con lo reportado en este estudio, en el que dicha especie

se muestra parafilética a todo el arbol.

En general, la comparacion entre el presente estudio y lo reportado por Zhong y cols.
(2017), en el supergrupo E. faecalis coinciden en 7 especies (E. faecalis, E. termitis, E.
quebecensis, E. moraviensis, E. caccae, E. haemoperoxidus y E. silesiacus), y ellos atribuyen
dicho agrupamiento a que estas especies son aisladas principalmente de agua y tracto

gastrointestinal.
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Supergrupo E. casseliflavus

Esta integrado por el grupo E. saccharolyticus (0.966/-/-) que incluye a las especies
E. saccharolyticus saccharolyticus, E. saccharolyticus taiwanensis y E. olivae, el
agrupamiento entre E. saccharolyticus y E. olivae concuerda con Zhong y cols. (2017),
aunque no se pueden hacer mas comparaciones ya que el presente estudio, es el unico en el
que se incluyeron subespecies de E. saccharolyticus, ademas se reporta que E.
saccharolyticus taiwanensis diverge del grupo de las subespecies; es importante resaltar que
de acuerdo con Chen y cols. (2013) entre E. saccharolyticus taiwanensis y E.
saccharolyticus, se observaron al menos cuatro diferencias de nucleétidos entre las

secuencias del gen ARNr 16S.

Ademas de 3 agrupamientos mas, el grupo E. italicus-camelliae est4 conformado por
dichas especies (1/830/878), en la estimacion realizada por Zhong et al. (2017) se reporta el
mismo agrupamiento, con la diferencia que la especie E. sulfureus diverge, mientras que en
este estudio dicha especie se agrupa con la nueva actualizacién taxonémica E. bulliens y
forman el grupo E. sulfureus-bulliens (1/970/919); otro grupo importante es el E. gallinarum-
casseliflavus (1/-/899), ambos agrupamiento concuerdan con Li y Gu (2019) y Gooch et al.

(2021).

En dicho agrupamiento se concuerda con lo reportado por Zhong y cols. (2017) en 5
especies (E. casseliflavus, E. gallinarum, E. saccharolyticus, E. sulfureus y E. italicus) y se

atribuye a la fuente de aislamiento como plantas y tracto gastrointestinal de aves.
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Supergrupo E. dispar

Dicho supergrupo (1/-/) esta dividido en 3 grupos: el primero denominado grupo E.
dispar, conformado por E. dispar, E. canintestini y E. saigonensis (-/710/841), el segundo
grupo E. asini (1/830/856) integrado por E. asini y E. diestrammenae, y el tercer grupo E.
pallens conformado por E. pallens y E. hermanniensis (1/-/). Dichos agrupamientos
concuerdan con los reportes de Li y Gu (2019) y Gooch et al. (2021), ademas en base a lo
reportado por Zhong vy cols. (2017) sobre la explicacion de dichas especies, se debe a que

han sido aisladas del tracto gastrointestinal de humanos y mamiferos.

E. cecorum

El grupo E. cecorum conformado por las especies E. columbae y E. cecorum con
soportes de nodo 1/1000/1000, dicho agrupamiento concuerda con los reportes de Gilmore

et al. (2013), Zhong et al. (2017) y Gooch et al. (2021).

E. aquimarinus

En el grupo denominado E. aquimarinus, se agruparon las especies E. aquimarinus,
E. lemanii, E. eurekensis y E. alcedinis con un soporte nodo (1/830/878), dicho agrupamiento

concuerda las estimaciones realizadas por Li y Gu (2019) y Gooch et al. (2021).
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9.2. Entropia posicional del gen ARNr 16S de Enterococcus

En el presente estudio los resultados del calculo de la entropia para cuatro conjuntos
(SILVA, RDP, Greengenes y Fusionado) de secuencias pertenecientes al género
Enterococcus, lograron identificar posiciones altamente variantes, dentro de los 4 conjuntos
(100, 190, 198, 205) con valor de entropia de 1. De igual manera Eren y cols. (2011)
utilizaron la entropia de Shannon como indicador de variabilidad dentro del gen ARNr 16S
a partir de la cual identificaron posiciones con alta variacion, que sirvio de base para generar
oligotipos gque se implementaron para la identificacién de Gardnerella vaginalis.

9.3. Correlacion y agrupamiento jerarquico de los marcadores conservados y variables

De manera global, comparando los marcadores similares al gen ARNr 16S completo
en los cuatro conjuntos, los marcadores que obtuvieron un coeficiente de correlacién de 1,
fueron V2, V3, V8 y V9. El marcador MC2, mostrd correlacion en 3 de los 4 conjuntos

(SILVA, RDP y Fusionado).

Chaudhary et al. (2015) a partir del modelado de las regiones hipervariables (RHV)
respecto al gen ARNr 16S completo, mediante bosques aleatorios (RF, Random Forest por
sus siglas en inglés), reportaron los valores 6ptimos para una clasificacion taxonémica mas
rapida y precisa RHV cortas. Entre los modelos de RHV individuales, los modelos para RHV
V2, V4 y V8 mostraron los valores de precision mas altos de 0.85, 0.87 y 0.85,
respectivamente. Esto concuerda con lo reportado en este estudio mediante correlacion y
agrupamiento, asi como estimacion de resolucion filogenética en que las RHV V2, V4 y V8
tienen una correlacion de 1 con respecto a la similaridad con el ARNr 16S. Estos RHV
también eran mas largos (>200 pb) en comparacion con los otros RHV individuales. Los
modelos para las regiones V6 y V7 mostraron los valores de precision mas bajos (0.63 y 0.65,
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respectivamente) y también tuvieron la longitud mas pequefia (86 y 107 pb, respectivamente)
en comparacion con otros RHV individuales. Y se reporta que los resultados indican que el
valor de la precision es directamente proporcional (R = 0.85, p<0) a la longitud de la RHV.
Esto Gltimo no concuerda con lo reportado en este trabajo ya que los marcadores V6 y V7,
también se agruparon dentro de los marcadores similares al del gen ARNr 16S completo en
los conjuntos de Greengenes y Fusionado. Ademas, el modelo de RF del gen ARNr 16S

completo también mostré el valor de precision mas alto de 0.91.

9.4. Estimacion filogenética de los marcadores similares y disimilares

Con la obtencion de tres arboles filogenéticos (Figura 22, 23 y 24), el primero
denominado como el arbol del gen ARNr 16S completo en la Figura 22 (1,528 posiciones),
el segundo arbol de los marcadores similares en la Figura 23 (V2,V3,V8y V9) y el tercero
de los marcadores disimilares en la Figura 24 (MC1, V1, MC2, MC3, MC4, V4, MC5, V5,
MC6, V6, MC7, V7, MC8, MC9 y MC10) con una longitud de 861 posiciones, se demostrd
la similaridad entre el arbol del gen ARNr 16S y el de los marcadores similares sin importar
la diferencia de 880 posiciones entre los alineamientos, esto remarca la importancia
discriminatoria de los marcadores similares que a pesar de su corta longitud (648 posiciones)
aportd una resolucion altamente similar al del gen completo, ya que el arbol de los
marcadores similares solo se cred una pareja de especies E. dispar-canintestini, cuyo valor
de sensibilidad fue de 90.91%.y el 96.66% de los clados fueron agrupamiento por especie
con un soporte de nodo >70% Yy el 65.51% de los agrupamientos resultd con una sensibilidad

del 100%.
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9.5. Oligotipado y regiones discriminatorias

La oligotipificacion mostré un total de 13 componentes/posiciones que debido al
valor de entropia aportaban el mayor grado de informacion discriminatoria entre especies,
las cuales resultan estar dentro de la regidn hipervariable V2, y con base a la busqueda en
BLAST, los 33 oligotipos correspondian con 33 especies diferentes con una identidad del
100%. En este trabajo se refleja la variabilidad entre Enterococcus spp. por su parte
Srinivasan y cols., 2019 en su estudio demuestran y validan el uso de un enfoque de alto
rendimiento de analisis de oligotipado de secuencias del gen ARNr 16S para dilucidar la

diversidad a nivel de clado para Candidatus Accumulibacter phosphatis (CAP).

De manera similar Berry y cols., 2017 realizaron un analisis exhaustivo de la
significancia ecoldgica y filogenética, examinaron cémo se interpretan los datos de
oligotipado en la literatura reciente, un estudio de caso de la dafiina cianobacteria Microcystis
que forma floraciones. Identificaron tres oligotipos de Microcystis a través del gen ARNr
16S (region V4) de la comunidad bacteriana occidental del lago Erie que se habia agrupado
previamente en una OTU (Unidad Taxondmica Operativa). Encontraron los mismos tres
oligotipos y dos variantes de secuencia adicionales en 46 cultivos de Microcystis aislados de
lagos interiores de Michigan que abarcan un gradiente trofico. Dicho estudio respalda la
utilidad de la oligotipificacion para distinguir tipos de secuencias a lo largo de ciertas
caracteristicas ecologicas, mientras que enfatiza que los tipos de secuencias del gen ARNr

16S pueden no reflejar poblaciones cohesivas ecoldgica o filogenéticamente.

Un caso especial es E. faecium que a pesar de tener su oligotipo, el resultado de la
busqueda en BLAST con un valor de expectacion de 9.00E-48 y 99.05% de identidad para

las especies del grupo durans (E. durans, E. hirae, E. lactis, E. thailandicus y E.
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xinjiangensis). En contraste con otras especies que comparte oligotipo y en BLAST resultan

identificarse correctamente.

De acuerdo con Eren et al., 2013, en cuyo trabajo desarrollaron el oligotipado, un
nuevo metodo computacional supervisado que permite investigar la diversidad de
organismos bacterianos estrechamente relacionados pero distintos en unidades taxondmicas
operativas finales identificadas en conjuntos de datos ambientales a través de datos de genes
de ARNr 16S mediante enfoques canonicos. Y concluyen que la oligotipificacion puede
resolver la distribucion de organismos estrechamente relacionados entre entornos y revelar
patrones ecoldgicos previamente pasados por alto para las comunidades microbianas. Como
se observo en el presente estudio se logro resolver o llegar a la compresién de las pequefias
diferencias entre las secuencias del ARNr 16S entre Enterococcus spp., en particular de la
region V2, y los oligotipos encontrados en esta region 13 posiciones en las que albergar la

mayor cantidad de informacion discriminatoria a nivel de género.
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X. CONCLUSIONES

1. Se clasificé a las 60 spp del género Enterococcus a diferentes niveles de agrupamiento
intragénero, identificandose los supergrupos E. faecium, E. faecalis, E. casseliflavus y E.

dispar.

2. E. phoeniculicola, E. xinjiangensis, E. nangangensis y E. songbeiensis son especies

parafiléticas y representan linajes evolutivos divergentes en el género Enterococcus.

3. Con base en el célculo de la entropia y la clasificacion de los sitios mediante K-medias,
indica que la region con mayor variacion es V1. Ademas, los andlisis de componentes
principales, demuestra que los marcadores MC1 y V1, son los que acumulan mayor

variacion, por lo que explican el 99.96% de la varianza total de los 20 marcadores.

4. El nimero de sitios conservados y namero de sitios variables son los parametros
determinantes en el analisis de correlacion, son los que tiene mayor poder discriminatorio

entre los marcadores.

5. El porcentaje aproximado de sitios conservados es >82%, seguido un porcentaje del >8%
de sitios variantes y los sitios altamente variantes corresponden al 5% en los 4 conjuntos del

total de sitios evaluados.

6. Los marcadores que resultaron ser similares al ARNr 16S con base en el coeficiente de

correlacion de Spearman fueron V2, V3, V8 y V9 dentro de los 4 conjuntos.

7. La evaluacion de los marcadores mediante estimacion filogenética demostrd que los
marcadores similares al ARNr 16S tienen una resolucion adecuada para algunos clados, con

respecto a la estimacion del gen ARNr 16S completo.
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8. Laoligotipificacion demostro que las 13 posiciones dentro de la region V2, poseen el poder

resolutivo para 55% de las especies del género Enterococcus.
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XI. PERSPECTIVAS

1. Analizar el oligotipado de la region V8, como otro posible marcador informativo.
2. Determinar oligos especificos para esta region discriminatoria y hacer el analisis in vitro

con cepas identificadas como Enterococcus spp.
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XI11. ANEXOS

13.1. Caracteristicas del alineamiento de secuencias del conjunto taxonémico

Parametros

Resultados

Datos de entrada
NuUmero de sitios constantes

NUmero de sitios invariantes (constante o constante
ambiguo)

142 secuencias con 1253 sitios
957 (= 76.3767% de todos los sitios)
957 (= 76.3767% de todos los sitios)

Numero de sitios informativos parsimoniosos 185
NUmero de sitios de patrones distintos 305
13.2. Resultados de la construccion filogenética
Arbol utilizado para ModelFinder Resultado

Log de verosimilitud del &rbol

Log de verosimilitud sin restricciones (sin arbol)

Numero de parametros libres (#ramas + #parametros del modelo)
Criterio de informacion Akaike

Criterio de Informacién Akaike Corregido

Criterio de informacion Bayesiano

Longitud total del &rbol (suma de las longitudes de las ramas)
Suma de la longitud de las ramas internas

-6569.0501 (s.e. 304.9008)
-3974.6649
264
13666.1003
13807.7197
15021.2904

1.0124
0.4863 (48.0317% de longitud del arbol)
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13.3. Lista de modelos de sustitucion de nucledtidos ordenados por puntajes CIB

Modelo LogL AIC w-AlC AlCc w-AlCc CiB w- CIB
TPM2+F+1+G4 -6569.2354  13666.4708 -0.028 13808.0903 0.1019 15021.661 0.4541
TPM2u+F+1+G4 -6569.2471  13666.4942 -0.0277 13808.1137 0.1007 15021.6844 0.4488
TIM2+F+1+G4 -6567.9544  13665.9088 -0.0371 13808.7456 0.0734 15026.2322 -0.0462
TVM+F+1+G4 -6564.5829  13661.1658 0.3974 13805.2267 0.4267 15026.6226 -0.038
GTR+F+I1+G4 -6563.3349  13660.6698 0.5093 13805.9611 0.2955 15031.2598 -0.0037
TPM3u+F+I1+G4  -6574.4226  13676.8452 -0.0002 13818.4646 -0.0006 15032.0353 -0.0025
TPM3+F+1+G4 -6574.433 13676.866 -0.0002 13818.4855 -0.0006 15032.0562 -0.0025
HKY+F+1+G4 -6578.1198  13682.2396 0 13822.6481 -0.0001 15032.2965 -0.0022
K2P+1+G4 -6589.8083  13699.6166 0 13836.4311 0 15034.2735 -0.0008
TIM3+F+1+G4 -6573.109 13676.2181 -0.0002 13819.0549 -0.0004 15036.5415 -0.0003
TN+F+1+G4 -6576.8249  13681.6498 0 13823.2692 -0.0001 15036.8399 -0.0002
TIM2e+1+G4 -6584.109 13692.2179 0 13831.4219 0 15037.1414 -0.0002
TVMe+I+G4 -6581.0557  13688.1114 0 13828.5199 0 15038.1682 -0.0001
K3Pu+F+1+G4 -6577.9919  13683.9838 0 13825.6032 0 15039.1739 -0.0001
TNe+l+G4 -6588.7911  13699.5822 0 13837.5882 0 15039.3724 -0.0001
TIM3e+1+G4 -6585.6416  13695.2832 0 13834.4872 0 15040.2067 0
K3P+I1+G4 -6589.5696  13701.1391 0 13839.1452 0 15040.9294 0
SYM+I+G4 -6580.0003  13688.0007 0 13829.6201 0 15043.1908 0
TIM+F+1+G4 -6576.6389  13683.2778 0 13826.1147 0 15043.6012 0
TIMe+1+G4 -6588.5364  13701.0728 0 13840.2768 0 15045.9963 0
TPM2u+F+G4 -6642.3037  13810.6074 0 13951.0159 0 15160.6642 0
TPM2+F+G4 -6642.3041  13810.6082 0 13951.0167 0 15160.665 0
TVM+F+G4 -6636.7383  13803.4765 0 13946.3134 0 15163.7999 0
TIM2+F+G4 -6641.7667  13811.5335 0 13953.1529 0 15166.7236 0
GTR+F+G4 -6636.2454  13804.4909 0 13948.5517 0 15169.9476 0
TPM3+F+G4 -6647.2076  13820.4153 0 13960.8238 0 15170.4721 0
TPM3u+F+G4 -6647.208 13820.416 0 13960.8245 0 15170.4729 0
HKY+F+G4 -6651.8774  13827.7547 0 13966.9588 0 15172.6783 0
TIM2e+G4 -6657.5021  13837.0042 0 13975.0103 0 15176.7945 0
TIM3+F+G4 -6646.8164  13821.6328 0 13963.2522 0 15176.8229 0
K2P+G4 -6664.8429  13847.6858 0 13983.3152 0 15177.2094 0
TVMe+G4 -6654.9366  13833.8732 0 13973.0772 0 15178.7967 0
TIM3e+G4 -6658.5611  13839.1222 0 13977.1282 0 15178.9124 0
TN+F+G4 -6651.4289  13828.8577 0 13969.2662 0 15178.9146 0
K3Pu+F+G4 -6651.6463  13829.2926 0 13969.7011 0 15179.3494 0
TNe+G4 -6662.4873  13844.9746 0 13981.7891 0 15179.6316 0
SYM+G4 -6652.6803  13831.3606 0 13971.7691 0 15181.4174 0
K3P+G4 -6664.5424  13849.0848 0 13985.8993 0 15183.7417 0
TIM+F+G4 -6651.1994  13830.3988 0 13972.0182 0 15185.5889 0
TIMe+G4 -6662.1978  13846.3957 0 13984.4017 0 15186.1859 0
TPM2u+F+I -6729.4392  13984.8784 0 14125.2869 0 15334.9352 0
TPM2+F+I -6729.441 13984.882 0 14125.2905 0 15334.9388 0
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TVM+F+I
TIM2+F+I
GTR+F+I
TPM3+F+I
TPM3u+F+I
HKY+F+I
TIM3+F+I
TVMe+l
F81+F+1+G4
TN+F+I
TIM2e+l
K3Pu+F+I
SYM+I
K2P+l
TIM3e+l
JC+I1+G4
TIM+F+I
TNe+l
K3P+I
TIMe+l
F81+F+G4
JC+G4
F81+F+I
JC+I
GTR+F
TIM2+F
TVM+F
TIM3+F
TPM2u+F
TPM2+F
TPM3+F
TPM3u+F
TN+F
TVMe
TIM+F
SYM
TIM2e
HKY+F
TIM3e
K2P
K3Pu+F
TNe

K3P

TIMe
F81+F

-6722.6522
-6728.482
-6721.7317
-6734.2912
-6734.2937
-6740.1744
-6733.4172
-6741.4654
-6742.1414
-6739.2509
-6746.4565
-6739.9658
-6740.3262
-6754.6687
-6748.3023
-6756.2683
-6739.046
-6753.5134
-6754.429
-6753.2818
-6814.9762
-6828.567
-6898.7555
-6913.6296
-7317.1024
-7327.2406
-7325.852
-7329.8583
-7335.9524
-7335.9535
-7338.6644
-7338.6661
-7338.9199
-7343.235
-7338.6061
-7342.3409
-7351.2216
-7347.6911
-7352.146
-7360.8656
-7347.3707
-7359.9612
-7360.572
-7359.677
-7493.8148

13975.3045
13984.964
13975.4635
13994.5823
13994.5874
14004.3487
13994.8344
14006.9308
14008.2828
14004.5018
14014.9131
14005.9316
14006.6525
14027.3375
14018.6046
14030.5366
14006.0921
14027.0267
14028.8579
14028.5637
14151.9523
14173.134
14319.511
14343.2593
15164.2047
15180.4813
15179.704
15185.7166
15195.9047
15195.907
15201.3288
15201.3323
15201.8397
15208.4699
15203.2122
15208.6818
15222.4433
15217.3822
15224.2919
15237.7312
15218.7413
15237.9224
15239.1441
15239.354
15507.6296

O O O O O O O O O O O O O O OO OO OO0 O0OO0OO0OO0OO0OOOOOOOOLOOOOOLOOOLOOOOoOOoOOo oo

14118.1414
14126.5835
14119.5243
14134.9908
14134.9959
14143.5528
14136.4539
14146.1348
14147.4868
14144.9103
14152.9192
14146.3401
14147.0609
14162.9669
14156.6107
14166.166
14147.7115
14163.8412
14165.6724
14166.5697
14289.9584
14307.5847
14457.517
14477.71
15307.0416
15320.8897
15321.3234
15326.1251
15335.1088
15335.1111
15340.5328
15340.5363
15341.0437
15346.476
15343.6207
15347.8859
15359.2578
15355.3882
15361.1065
15372.1819
15357.9454
15373.5518
15374.7735
15376.1686
15644.4441
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15335.6279
15340.1542
15340.9202
15344.6392
15344.6442
15349.2723
15350.0246
15351.8543
15353.2063
15354.5586
15354.7033
15355.9885
15356.7093
15356.8611
15358.3949
15360.0602
15361.2822
15361.6837
15363.5149
15368.3539
15491.7426
15497.5243
15659.3012
15667.6496
16524.5281
16530.5381
16534.8941
16535.7734
16540.8283
16540.8306
16546.2523
16546.2558
16546.7632
16548.2602
16553.2691
16553.6054
16557.1002
16557.1724
16558.9489
16562.1216
16563.6649
16567.446
16568.6677
16574.011
16842.2866
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JC

-7514.1081  15542.2161 0 15675.4945 0 16861.4732 0

En el cuadro se enlistan todos los modelos probados para la construccién del arbol por Maxima Verosimilitud,
ordenado con base en el mejor puntaje CIB. AIC, w-AIC: Puntaje de Criterio de informacion de Akaike y
ponderado AlCc, w-AlCc: Puntaje de AIC corregido puntajes y ponderado. CIB, w- CIB: Puntaje de Criterio
de informacion Bayesiano y ponderado.
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13.4. Clasificacién mediante K-medias conjunto SILVA

Pos H(i) Grupo
1 0376 \
2 0.205 \Y
3 0311 \
4 0.389 \
5 0.145 \
6 0.395 \
7 0.33 \Y
8 0557 AV
9 0.089 C
10 0.111 C
11 0.087 C
12 0.09 C
13 0.02 C
14 0.057 C
15  0.147 \Y
16 0.09 C
17 0.163 \Y
18 0144 V
19 0.225 \Y

20 0284 V
21 0.117 C
22 0.207 \Y
23 0.08 C
24 0.5 \Y
25 0174 V
26 0154 V
27 0.143 \Y
28 0.1 C
29 0.052 C
30 0.24 \Y
31 0.265 \Y
32 0.238 \Y
33 0.257 \Y
34 0.238 \Y
35 0315 \Y
36 0.266 \Y
37 0373 \Y
38 0377 \Y
39 0304 V

40
4
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79

0.296
0.409
0.41
0.358
0.487
0.256
0.552
0.259
0.598
0.586
0.613
0.724
0.307
0.138
0.176
0.334
0.141
0.299
0.219
0.252
0.285
0.084
0.069
0.077
0.124
0.088
0.589
0.089
0.024
0.054
0.054
0.238
0.103
0.539
0.063
0.097
0.576
0.485
0.626
0.724

OO0 000K KLK<CKLKLKKLKKL

>
O<OOOO<

>
OO<

AV
AV
AV
AV

80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119

0.297
0.588
0.186
0.615
0.67
0.183
0.58
0.203
0.032
0.034
0.032
0.021
0.231
0.532
0.29
0.497
0.529
0.663
0.627
0.707
0.975
0.619
0.535
0.562
0.074
0.022
0.512
0.044
0.749
0.051
0.051
0.022
0.043
0.071
0.039
0.085
0.042
0.539
0.011
0.031

<O0O00L

> o > >>>>>>>> > _ >
<0<c00cc<c<c<c<c<c<c<<c<

200000000

O o0
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120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164

0.011
0.011
0.02
0.022

0.011

0.011
0.028

0.011

0.02
0.011

0.011
0.022

0.022
0.011
0.02

0.538

0.069
0.067
0.088
0.02
0.063
0.19
0.581
0.039

0.028
0.022

o O O o

OO0OO0O0O0O0O000O00000000O000O0000000O0

> >
<<OOOOOOOO<

OO0OO0O00O0000O0

165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209

OO0 O0O00O000000000000000000O0

>
<<OOOO<

>>>>> . >
<<<<<g<k

OO0 000L

210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254

0.842
0.743
0.465
0.981
0.837
0.826
0.837
0.671
0.021

0.011

0.032

0.203
0.041
0.021
0.011
0.035
0.035
0.035
0.762
0.802
0.559
0.021
0.526
0.011
0.281
0.021
0.615
0.027

0.079
0.091
0.079
0.011

0.011

0.011

0.011

0.021
0.019

z2zzzzzzz

O0O0000O0O<O0O0O00O0

> > 4> > >
< O0<O0<cO0c<c<x

OO0OO0O00000000000O0
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255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293
294
295
296
297
298
299

0.03

0.011
0.035

0.011
0.011
0.011

0.011
0.011
0.089
0.049

0.03
0.021
0.038
0.021

0.011
0.019
0.041
0.129
0.194
0.038
0.03
0.021
0.03
0.021
0.11
0.011
0.021
0.021
0.176
0.177
0.055
0.027
0.019
0.03
0.021

0.047
0.041
0.906
0.118
0.172

OO0O000000<KSK<O00000000<<O00000000000000000000

>
<o2

300
301
302
303
304
305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319
320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338
339
340
341
342
343
344

0.041
0.059
0.061
0.08
0.03
0.011

0.011
0.054

0.021
0.049
0.021
0.021
0.021
0.011
0.019
0.011
0.042
0.038
0.011
0.021
0.03

0.027
0.027
0.011

0.011
0.027
0.021
0.019
0.021
0.021

0.065
0.673
0.019
0.011
0.019
0.011
0.019
0.027
0.032
0.021
0.019

OO OO0 O0O00O0000000000000000000000000000O0

>
<

OO0OO0O00O000O0

345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367
368
369
370
371
372
373
374
375
376
377
378
379
380
381
382
383
384
385
386
387
388
389

0.066
0.019
0.011
0.039
0.021

0.038
0.03

0.027
0.011
0.653
0.021
0.021
0.019
0.011
0.011

0.019
0.011
0.011
0.011
0.019
0.011

0.019
0.011
0.011
0.063

0.019
0.03

0.021

0.011
0.011
0.011

0.011
0.011
0.011
0.011
0.03

OO0OO0O0O0O000O00O0

>
<

OO0 O0O0000000000000000000000000000
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390
391
392
393
394
395
396
397
398
399
400
401
402
403
404
405
406
407
408
409
410
411
412
413
414
415
416
417
418
419
420
421
422
423
424
425
426
427
428
429
430
431
432
433
434

0.011
0.03
0.021

0.038
0.011
0.063

0.18

0.019
0.038
0.011
0.042
0.011
0.011
0.011
0.027
0.011

0.019
0.049

0.011
0.068
0.011
0.035
0.011

0.038

0.027
0.039

0.019
0.011
0.042
0.075
0.019

OO0OO0OO0000O00000O000000000000000000000000<KKO00000000O0

435
436
437
438
439
440
441
442
443
444
445
446
447
448
449
450
451
452
453
454
455
456
457
458
459
460
461
462
463
464
465
466
467
468
469
470
471
472
473
474
475
476
477
478
479

0.039
0.021
0.011
0.03
0.019
0.011
0.021
0.011
0.019
0.03
0.011

0.011

0.011

0.011
0.021

0.019
0.011

0.011

0.054
0.021
0.011

0.03
0.011
0.019
0.011
0.042
0.091

0.03

0.062
0.011
0.072
0.042
0.172
0.316
0.61

0.03

<K KOO0 0000O0000000000000000000000000O0O0000oO0

AV
C

480
481
482
483
484
485
486
487
488
489
490
491
492
493
494
495
496
497
498
499
500
501
502
503
504
505
506
507
508
509
510
511
512
513
514
515
516
517
518
519
520
521
522
523
524

AV
AV

O 00

AV

AV

<

AV
AV

AV

>
<OO

OO0OO0O0O00000000000000000000O0
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525
526
527
528
529
530
531
532
533
534
535
536
537
538
539
540
541
542
543
544
545
546
547
548
549
550
551
552
553
554
555
556
557
558
559
560
561
562
563
564
565
566
567
568
569

0.011

0.03
0.011

0.019
0.021

0.011
0.045
0.021

0.011
0.011

0.021

0.011
0.041
0.011
0.011

0.011
0.019
0.011
0.011

0.011
0.011
0.03
0.011

0.011

0.021

0.011

0.03

0.011
0.019

OO0 000O00O00O00000000000000000000000000000000000O0

570
571
572
573
574
575
576
577
578
579
580
581
582
583
584
585
586
587
588
589
590
591
592
593
594
595
596
597
598
599
600
601
602
603
604
605
606
607
608
609
610
611
612
613
614

0.011
0.038
0.011
0.019
0.011

0.011

0.03
0.021
0.019
0.011
0.021

0.03
0.011
0.049
0.011

0.011

0.011

0.019

0.038
0.011
0.011
0.011
0.011
0.019

0.021
0.011
0.078
0.011
0.011
0.019
0.011

0.133
0.128
0.223

0.019

OO0 KKOOO0O00000000000000000000000000000000000O0O0

615
616
617
618
619
620
621
622
623
624
625
626
627
628
629
630
631
632
633
634
635
636
637
638
639
640
641
642
643
644
645
646
647
648
649
650
651
652
653
654
655
656
657
658
659

0.011
0.021
0.027
0.011
0.011

0.011

o O O o

0.021
0.011
0.041

0.011
0.076
0.019

0.011
0.021
0.011
0.143
0.011
0.045
0.019
0.011
0.021
0.062
0.011
0.011
0.019

0.011
0.021
0.019
0.019

0.019

OO0 00O00000O000000000O0<CO0000000000000000000O0000O0OO0
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660
661
662
663
664
665
666
667
668
669
670
671
672
673
674
675
676
677
678
679
680
681
682
683
684
685
686
687
688
689
690
691
692
693
694
695
696
697
698
699
700
701
702
703
704

0.019
0.011
0.03
0.021
0.019

0.027
0.102
0.118
0.325
0.032

0.019

0.021
0.021
0.032
0.038
0.035
0.048
0.041

0.03
0.021
0.019

0.049
0.027
0.027
0.113

0.03

0.097
0.011
0.019
0.011
0.021

0.03
0.042

0.03
0.011
0.027
0.019

OO0OO0OO0000O00000O000000000O00000000000000000<O0000000o0

705
706
707
708
709
710
711
712
713
714
715
716
717
718
719
720
721
722
723
724
725
726
727
728
729
730
731
732
733
734
735
736
737
738
739
740
741
742
743
744
745
746
747
748
749

OO0OO0OO0O0O000000000000000000000000000000000000000O0

750
751
752
753
754
755
756
757
758
759
760
761
762
763
764
765
766
767
768
769
770
771
772
773
774
775
776
777
778
779
780
781
782
783
784
785
786
787
788
789
790
791
792
793
794

0.094
0.021

0.019
0.239
0.011
0.041
0.129
0.011
0.019

0.011
0.019
0.019
0.011

0.027
0.03
0.03

0.011

0.019
0.011
0.011
0.032
0.019

0.03

0.03

0.07

0.021
0.032
0.011
0.03

0.039
0.041
0.019
0.019
0.03

0.011
0.046
0.021
0.021
0.019

OO0 0000O00000O00000O0000000000000000000O0<KKOO<KKOn0oO0
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795
796
797
798
799
800
801
802
803
804
805
806
807
808
809
810
811
812
813
814
815
816
817
818
819
820
821
822
823
824
825
826
827
828
829
830
831
832
833
834
835
836
837
838
839

0.019
0.011
0.011
0.035
0.021
0.307
0.032
0.045
0.03
0.011
0.039
0.011
0.021
0.035
0.011
0.045
0.046
0.011

0.019

0.021
0.041
0.011
0.011
0.011

0.011
0.032
0.011
0.061
0.011
0.011

0.011
0.021

0.011
0.03
0.03

0.038

0.048

0.011

0.011

OO0OO0OO0000O00000O00000000000000000000000000000<<KO0O000o0

840
841
842
843
844
845
846
847
848
849
850
851
852
853
854
855
856
857
858
859
860
861
862
863
864
865
866
867
868
869
870
871
872
873
874
875
876
877
878
879
880
881
882
883
884

0.011
0.011
0.021
0.019

0.054
0.011
0.011
0.021
0.03

0.011
0.011

0.021
0.019
0.011
0.011

0.021
0.021
0.021

0.019
0.035

0.03
0.019

0.019
0.011
0.03

0.041
0.011
0.019
0.011
0.011
0.019
0.054
0.601

OO0 OO0 000000000000 000000000000000000000000000O0

>
<

885
886
887
888
889
890
891
892
893
894
895
896
897
898
899
900
901
902
903
904
905
906
907
908
909
910
911
912
913
914
915
916
917
918
919
920
921
922
923
924
925
926
927
928
929

0.011
0.038
0.011
0.03

0.041
0.011
0.011

0.045
0.011
0.011
0.049
0.045

0.039
0.054
0.027
0.046
0.03

0.021
0.027
0.021

0.027
0.027
0.042
0.032
0.011
0.041
0.143
0.066

0.045
0.011
0.019
0.057
0.072
0.019
0.08

0.019

0.011
0.011

OO0 00O0000000O0<KO0000000000000000000000000O0O00O0OO0OoO0
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930
931
932
933
934
935
936
937
938
939
940
941
942
943
944
945
946
947
948
949
950
951
952
953
954
955
956
957
958
959
960
961
962
963
964
965
966
967
968
969
970
971
972
973
974

0.049
0.011
0.038
0.019
0.03
0.047
0.019
0.035
0.027
0.045
0.038
0.019
0.011
0.011
0.011
0.03

0.011

0.113
0.038

0.011

0.086

0.011
0.021
0.038

0.021
0.011
0.011
0.011

0.03

0.011
0.011

0.011
0.021

OO0 000O00O00O00000000000000000000000000000000000O0

975
976
977
978
979
980
981
982
983
984
985
986
987
988
989
990
991
992
993
994
995
996
997
998
999
1000
1001
1002
1003
1004
1005
1006
1007
1008
1009
1010
1011
1012
1013
1014
1015
1016
1017
1018
1019

0.011
0.011
0.011
0.011
0.019

0.011
0.191
0.045
0.011

0.019
0.021
0.027
0.021

0.019
0.035
0.035
0.011
0.011
0.055
0.038
0.108

0.019
0.03
0.011

0.021
0.03
0.011
0.011
0.03
0.011

0.019
0.011
0.035

0.011
0.019
0.011

O0OO0OO0000O00000O000000000O000000000000000000<KO0O000O000O0o0

1020
1021
1022
1023
1024
1025
1026
1027
1028
1029
1030
1031
1032
1033
1034
1035
1036
1037
1038
1039
1040
1041
1042
1043
1044
1045
1046
1047
1048
1049
1050
1051
1052
1053
1054
1055
1056
1057
1058
1059
1060
1061
1062
1063
1064

0.011
0.03
0.011
0.011
0.011

0.081
0.011
0.072
0.143
0.118
0.049
0.072
0.045
0.07

0.042

0.045
0.072
0.042
0.102
0.143
0.123

0.011
0.606
0.03

0.019
0.049
0.011
0.068

0.021
0.011
0.615
0.03

0.011
0.019
0.027
0.019
0.021
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1065
1066
1067
1068
1069
1070
1071
1072
1073
1074
1075
1076
1077
1078
1079
1080
1081
1082
1083
1084
1085
1086
1087
1088
1089
1090
1091
1092
1093
1094
1095
1096
1097
1098
1099
1100
1101
1102
1103
1104
1105
1106
1107
1108
1109

0.085
0.011
0.011
0.011

0.019
0.011
0.021
0.019

0.011
0.011
0.022

0.03
0.021

0.019
0.019
0.019

0.019
0.027
0.054
0.042
0.035
0.03
0.019
0.03
0.011

0.021
0.045
0.021
0.019
0.011
0.074
0.011
0.011
0.035

0.035

OO0 000O00O00O00000000000000000000000000000000000O0

1110
1111
1112
1113
1114
1115
1116
1117
1118
1119
1120
1121
1122
1123
1124
1125
1126
1127
1128
1129
1130
1131
1132
1133
1134
1135
1136
1137
1138
1139
1140
1141
1142
1143
1144
1145
1146
1147
1148
1149
1150
1151
1152
1153
1154

0.021
0.019
0.019
0.011
0.03
0.047
0.042
0.011
0.011

0.021
0.011
0.011

0.011
0.019
0.011
0.041
0.021
0.021

0.019
0.027

0.019
0.046
0.059
0.011
0.021

0.039

0.041

0.047

0.011

0.011

0.011

0.039

0.019

0.046

0.019

OO0OO0OO0O0O000000000000000000000000000000000000000O0

1155
1156
1157
1158
1159
1160
1161
1162
1163
1164
1165
1166
1167
1168
1169
1170
1171
1172
1173
1174
1175
1176
1177
1178
1179
1180
1181
1182
1183
1184
1185
1186
1187
1188
1189
1190
1191
1192
1193
1194
1195
1196
1197
1198
1199

0.011
0.011
0.693
0.011
0.055
0.019
0.019
0.03

0.085
0.038
0.019
0.055
0.019
0.035
0.019
0.011
0.076

0.684
0.011
0.055
0.011
0.019
0.027
0.045

0.011
0.097
0.124
0.011
0.068

0.011

0.124
0.118
0.027
0.011
0.038
0.027
0.062
0.011
0.035
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1200
1201
1202
1203
1204
1205
1206
1207
1208
1209
1210
1211
1212
1213
1214
1215
1216
1217
1218
1219
1220
1221
1222
1223
1224
1225
1226
1227
1228
1229
1230
1231
1232
1233
1234
1235
1236
1237
1238
1239
1240
1241
1242
1243
1244

OO0 000O00O00O00000000000000000000000000000000000O0

1245
1246
1247
1248
1249
1250
1251
1252
1253
1254
1255
1256
1257
1258
1259
1260
1261
1262
1263
1264
1265
1266
1267
1268
1269
1270
1271
1272
1273
1274
1275
1276
1277
1278
1279
1280
1281
1282
1283
1284
1285
1286
1287
1288
1289

0.038

0.068
0.019
0.048
0.03

0.021
0.011
0.021
0.103
0.019
0.163
0.027
0.041
0.021
0.021
0.011
0.011
0.113
0.157
0.045
0.108
0.049
0.011

0.042
0.062
0.052
0.047
0.035
0.038
0.057
0.714
0.038
0.192
0.856

0.51
0.489
0.535

0.011
0.167
0.055

O0O0O0OO000000000<<O000000<O0O000000000O0
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1290
1291
1292
1293
1294
1295
1296
1297
1298
1299
1300
1301
1302
1303
1304
1305
1306
1307
1308
1309
1310
1311
1312
1313
1314
1315
1316
1317
1318
1319
1320
1321
1322
1323
1324
1325
1326
1327
1328
1329
1330
1331
1332
1333
1334

0.011
0.585
0.52

0.021
0.528
0.011
0.105
0.628
0.021

0.011
0.143
0.019
0.066
0.041
0.021

0.011

0.072
0.087
0.019
0.102
0.143

0.123
0.011
0.011

0.011

0.038

0.011
0.011
0.011
0.011
0.056
0.701
0.011

0.011
0.047

ZooZoZ2Zoo
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1335
1336
1337
1338
1339
1340
1341
1342
1343
1344
1345
1346
1347
1348
1349
1350
1351
1352
1353
1354
1355
1356
1357
1358
1359
1360
1361
1362
1363
1364
1365
1366
1367
1368
1369
1370
1371
1372
1373
1374
1375
1376
1377
1378
1379

0.011

0.08

0.027
0.039

0.011

0.716

0.011
0.011

0.011
0.011
0.019
0.019
0.019

BOOOOOOO
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0.028
0.011
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1380
1381
1382
1383
1384
1385
1386
1387
1388
1389
1390
1391
1392
1393
1394
1395
1396
1397
1398
1399
1400
1401
1402
1403
1404
1405
1406
1407
1408
1409
1410
1411
1412
1413
1414
1415
1416
1417
1418
1419
1420
1421
1422
1423
1424

O0OO0OO0000O00000000000<KO000000000000000000000000O0O0

1425
1426
1427
1428
1429
1430
1431
1432
1433
1434
1435
1436
1437
1438
1439
1440
1441
1442
1443
1444
1445
1446
1447
1448
1449
1450
1451
1452
1453
1454
1455
1456
1457
1458
1459
1460
1461
1462
1463
1464
1465
1466
1467
1468
1469

0.02
0.022
0.047
0.072

0.04
0.051
0.033

0.02
0.044
0.052
0.011
0.029
0.212
0.022

0.02
0.022
0.022
0.061
0.011
0.022
0.048
0.066
0.032
0.051
0.029
0.048
0.077
0.143
0.034
0.101
0.095
0.194

0.06
0.034
0.073
0.079
0.074
0.163
0.057
0.021
0.043
0.038
0.061
0.042
0.098
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1470 0.353
1471 0.208
1472 0.162
1473 0.308
1474 0.248
1475 0.119
1476  0.13
1477 0.105
1478 0.137
1479 0.043
1480 0.097
1481 0.204
1482 0.124
1483 0.197
1484 0.092
1485 0.293
1486 0.279
1487 0.264
1488 0.198
1489 0.129
1490 0.131
1491 0.192
1492 0.208
1493 0.211
1494 0.179
1495 0.248
1496 0.318
1497 0.18
1498 0.3
1499 0.248
1500 0.312
1501 0.3
1502 0.156
1503 0.182
1504 0.324
1505 0.283
1506 0.308
1507 0.273
1508 0.236
1509 0.216
1510 0.25
1511 0.264
1512 0.284
1513 0.155
1514 0.216

1515 0.276
1516 0.225
1517 0.209
1518 0.228
1519 0.373
1520 0.222
1521 0.24 \%

<K<K KL

En el cuadro se enlistan las 1,521 posiciones del conjunto de
SILVA con su respectiva entropia y la clasificacion a la que
corresponde cada posicion; C: Conservado, V: Variante y AV:
Altamente Variante; H(i): entropia, Pos: posicion.
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13.5. Clasificacion mediante K-medias conjunto Ribosomal Database Project

Pos H(i) Grupo
1 0.177 \
2 0.179 \
3 0.165 \
4 0.248 \
5 0.1 C
6 0.023 C
7 0.282 \Y
8 0.296 \Y
9 0.218 \Y

10 0.16 \Y
11 0.39 \Y
12 0764 AV
13 0.173 \Y
14 0.269 \Y
15 0.12 C
16  0.082 C
17  0.054 C
18 0.211 \Y
19 0125 C
20 0.136 \Y
21 0.078 C
22 0.17 \Y
23  0.184 \Y
24 0.173 \Y
25 0.236 \Y
26  0.167 \Y
27  0.215 \Y
28 0.196 \Y
29  0.347 \Y
30 0.34 \Y
31 0231 \Y
32 0.236 \Y
33 0391 \Y
34 0.3 \Y
35 0312 \Y
36 0.365 \Y
37 0.253 \Y
38  0.445 \Y

39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77

0.263
0.491
0.554
0.483
0.59
0.25
0.261
0.268
0.229
0.158
0.176
0.246
0.194
0.254
0.099
0.054
0.071
0.167
0.159
0.78
0.055
0.022
0.042
0.037
0.078
0.096
0.395
0.068
0.044
0.399
0.628
0.635
0.722
0.15
0.733
0.242
0.718
0.731
0.07

<K KO0 0KK<KLKLKLKLKCKKLKKL
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C

78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116

0.625
0.165
0.015
0.014
0.018
0.145
0.151
0.731
0.172
0.635
0.633
0.718
0.68
0.723
0.943
0.627
0.634
0.387
0.041
0.023
0.362
0.036
0.688
0.034
0.014
0.036
0.04
0.116
0.027
0.047
0.027
0.603
0.014
0.014
0.017
0.009
0.014

0.01

AV

< <<K0O00L
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< <<<<z<cz<cz<c<c
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117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161

0.02

0.014
0.026

0.013
0.014
0.014
0.013
0.005
0.009
0.017
0.016

0.005

0.021
0.014
0.61
0.005

0.005
0.074
0.054
0.085
0.013
0.042
0.168
0.648
0.017

0.005
0.013

0.005
0.009
0.014
0.009
0.017
0.029
0.019
0.019
0.009
0.028

OO0OO0O0O0O0O000O00O00O00O00000O0O00O0
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162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206

0.009
0.009
0.009

0.016
0.016

0.005
0.009

0.005

0.005
0.024
0.019

0.012
0.632

0.013
0.009
0.005
0.195
0.125
0.927
0.133
0.904
1.004
0.382
0.745
0.921
0.18
0.024
0.147
0.02
0.04
0.012
0.018
0.173
0.919
0.716
0.398
0.875
0.763

OO0OO0O0O0O00O0000000O00000O0
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207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251

0.784
0.875
0.687
0.009
0.005
0.009
0.016
0.038

0.117
0.016

0.028
0.021
0.012
0.012
0.542

0.17

0.35
0.005
0.162

0.175
0.028
0.442
0.025

0.08
0.063
0.074
0.009
0.005

0.005
0.032
0.012

0.083
0.017
0.009
0.005
0.028
0.005

AV
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252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293
294
295
296

o O o o

0.02
0.043
0.005

0.005
0.014
0.036
0.016

0.014
0.116
0.136
0.005

0.009
0.005
0.028

0.03
0.138
0.136
0.021
0.009

0.005
0.005
0.022
0.736
0.051
0.075
0.025
0.019

0.005
0.005

OO0O000000<KK<O00000000<O0000000000000000
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297
298
299
300
301
302
303
304
305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319
320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338
339
340
341

0.016
0.005

0.024
0.009
0.005
0.009
0.005
0.012
0.013

0.009
0.005
0.005
0.017
0.009

0.005
0.005

0.009

0.005

0.005

0.016
0.668
0.005
0.005

0.005
0.009
0.016
0.009

0.012

0.005

0.009
0.005

OO0OO0O0O0O00O00000000000000000000000O0
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342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367
368
369
370
371
372
373
374
375
376
377
378
379
380
381
382
383
384
385
386

OO0 0000
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387
388
389
390
391
392
393
394
395
396
397
398
399
400
401
402
403
404
405
406
407
408
409
410
411
412
413
414
415
416
417
418
419
420
421
422
423
424
425
426
427
428
429
430
431

0.005
0.009
0.005
0.009
0.028
0.103
0.009
0.005
0.009
0.005
0.005
0.005
0.005
0.005
0.005

0.005
0.013
0.009
0.005
0.005
0.014
0.012

0.009
0.005
0.005
0.013

0.005
0.018
0.005

0.005
0.016
0.024
0.005

0.005
0.005
0.005
0.009
0.009

OO0 000O00O00O00000000000000000000000000000000000O0

432
433
434
435
436
437
438
439
440
441
442
443
444
445
446
447
448
449
450
451
452
453
454
455
456
457
458
459
460
461
462
463
464
465
466
467
468
469
470
471
472
473
474
475
476

0.009
0.005

0.005
0.009
0.005

0.005
0.009
0.005

0.009
0.009
0.005
0.012
0.009
0.009
0.009

0.005
0.005
0.005
0.005
0.009
0.005
0.005
0.009
0.005
0.017
0.009

0.084
0.012
0.024
0.009
0.07
0.163
0.627

0.58
0.593
0.005
0.122
0.122

OO0 0O00O00O0000000O00000000000000O00O000000OO0
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477
478
479
480
481
482
483
484
485
486
487
488
489
490
491
492
493
494
495
496
497
498
499
500
501
502
503
504
505
506
507
508
509
510
511
512
513
514
515
516
517
518
519
520
521

0.043
0.273
0.399
0.4
0.205

0.627
0.579
0.005
0.629
0.161

0.07
0.009
0.009
0.588
0.013
0.013
0.005

0.005
0.013
0.005
0.024
0.019
0.021
0.005
0.009

0.005
0.009
0.005
0.005
0.005

0.02

0.02
0.009
0.005
0.013
0.005
0.012
0.012
0.013
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522
523
524
525
526
527
528
529
530
531
532
533
534
535
536
537
538
539
540
541
542
543
544
545
546
547
548
549
550
551
552
553
554
555
556
557
558
559
560
561
562
563
564
565
566

0.005
0.021

0.005
0.017
0.017
0.005

0.005
0.013

0.005

0.013

0.005
0.009

0.013
0.005

0.005

0.013
0.005

0.009

0.005
0.014
0.009

0.026

0.013

0.005
0.017
0.009
0.017
0.005

OO0 000O00O00O00000000000000000000000000000000000O0

567
568
569
570
571
572
573
574
575
576
577
578
579
580
581
582
583
584
585
586
587
588
589
590
591
592
593
594
595
596
597
598
599
600
601
602
603
604
605
606
607
608
609
610
611

0.005
0.009
0.005
0.012

0.009

0.005
0.012

0.005
0.005

0.005

0.009
0.005
0.009
0.005
0.005
0.014
0.013
0.009

0.009

0.013
0.02
0.005
0.005
0.005
0.009

0.034
0.122
0.153
0.005
0.005
0.018
0.005
0.013
0.005
0.016

OO0OO0O0000O0O<<OO0O0000000000000000000000000000000000O0

612
613
614
615
616
617
618
619
620
621
622
623
624
625
626
627
628
629
630
631
632
633
634
635
636
637
638
639
640
641
642
643
644
645
646
647
648
649
650
651
652
653
654
655
656
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657
658
659
660
661
662
663
664
665
666
667
668
669
670
671
672
673
674
675
676
677
678
679
680
681
682
683
684
685
686
687
688
689
690
691
692
693
694
695
696
697
698
699
700
701

0.009

0.039
0.118
0.214

0.017

0.005
0.005

0.012
0.012
0.005
0.017
0.005
0.021
0.012
0.009
0.013

0.028
0.012
0.012
0.025
0.005

0.016

0.009
0.016

0.012
0.02
0.005

0.005
0.009
0.012
0.028
0.017

OO0OO0OO0000O00000O000000000000000000000000000000<KO0O0oO0

702
703
704
705
706
707
708
709
710
711
712
713
714
715
716
717
718
719
720
721
722
723
724
725
726
727
728
729
730
731
732
733
734
735
736
737
738
739
740
741
742
743
744
745
746

OO0 O0O000000000000000000000000000000000000000O0

747
748
749
750
751
752
753
754
755
756
757
758
759
760
761
762
763
764
765
766
767
768
769
770
771
772
773
774
775
776
77
778
779
780
781
782
783
784
785
786
787
788
789
790
791

0.005
0.005
0.034
0.012
0.016
0.009
0.009
0.018

0.005

0.005
0.005
0.005
0.005
0.005

0.012
0.038

0.009
0.005
0.012
0.012
0.013
0.013
0.012
0.009

0.013
0.005
0.005
0.009
0.009
0.005
0.009

0.013

OO0 O0O0000O000000000000000000000000000000000000O0
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792
793
794
795
796
797
798
799
800
801
802
803
804
805
806
807
808
809
810
811
812
813
814
815
816
817
818
819
820
821
822
823
824
825
826
827
828
829
830
831
832
833
834
835
836

0.259

0.009
0.013
0.009
0.016
0.009

0.009
0.013
0.022
0.013
0.013
0.005
0.013
0.013
0.024

0.005
0.005

0.005

0.035
0.005
0.009

0.005
0.014
0.024

0.009
0.017
0.028
0.009
0.005

0.009
0.005
0.009

OO0OO0OO00000000O000000000O00000000000000000000000000KLK

837
838
839
840
841
842
843
844
845
846
847
848
849
850
851
852
853
854
855
856
857
858
859
860
861
862
863
864
865
866
867
868
869
870
871
872
873
874
875
876
877
878
879
880
881

OO0OO0O0O0O000000000000000000000000000000000O0
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882
883
884
885
886
887
888
889
890
891
892
893
894
895
896
897
898
899
900
901
902
903
904
905
906
907
908
909
910
911
912
913
914
915
916
917
918
919
920
921
922
923
924
925
926

0.009
0.013

0.005
0.028

0.005
0.019
0.005

0.009
0.028

0.027
0.028
0.018
0.005
0.017

0.012
0.009
0.013
0.024
0.009
0.021
0.059
0.009
0.009
0.016

0.005
0.03
0.014
0.014
0.034
0.013

0.009

0.028
0.009
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927
928
929
930
931
932
933
934
935
936
937
938
939
940
941
942
943
944
945
946
947
948
949
950
951
952
953
954
955
956
957
958
959
960
961
962
963
964
965
966
967
968
969
970
971

OO0 000O00O00O00000000000000000000000000000000000O0

972
973
974
975
976
977
978
979
980
981
982
983
984
985
986
987
988
989
990
991
992
993
994
995
996
997
998
999
1000
1001
1002
1003
1004
1005
1006
1007
1008
1009
1010
1011
1012
1013
1014
1015
1016

0.009

0.009
0.135
0.021

0.005
0.009
0.005
0.005

0.016
0.04
0.017
0.009
0.009
0.028
0.009
0.063
0.005
0.012
0.02
0.005
0.005

0.005
0.005
0.009

0.009

0.005
0.03

0.013
0.013
0.012
0.005
0.005
0.013
0.009
0.009

OO0OO0O0O0000O00O00O000000O00O00O00000000O000000000000000O0000O0<<KO0OoO0

1017
1018
1019
1020
1021
1022
1023
1024
1025
1026
1027
1028
1029
1030
1031
1032
1033
1034
1035
1036
1037
1038
1039
1040
1041
1042
1043
1044
1045
1046
1047
1048
1049
1050
1051
1052
1053
1054
1055
1056
1057
1058
1059
1060
1061

0.05
0.013

0.05
0.034
0.037
0.037
0.038

0.031

0.009

0.028
0.019
0.031
0.043
0.051
0.017
0.017
0.632
0.005
0.005
0.012
0.005
0.009
0.042
0.005

0.009
0.005
0.624
0.009
0.009
0.009

0.034
0.031

0.053

0.005

OO0OO0O0O0O0000000000O000O0000O0
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1062
1063
1064
1065
1066
1067
1068
1069
1070
1071
1072
1073
1074
1075
1076
1077
1078
1079
1080
1081
1082
1083
1084
1085
1086
1087
1088
1089
1090
1091
1092
1093
1094
1095
1096
1097
1098
1099
1100
1101
1102
1103
1104
1105
1106

OO0 000O00O00O00000000000000000000000000000000000O0

1107
1108
1109
1110
1111
1112
1113
1114
1115
1116
1117
1118
1119
1120
1121
1122
1123
1124
1125
1126
1127
1128
1129
1130
1131
1132
1133
1134
1135
1136
1137
1138
1139
1140
1141
1142
1143
1144
1145
1146
1147
1148
1149
1150
1151

0.005
0.005
0.017

0.005
0.013
0.009
0.009
0.009
0.012
0.005
0.005
0.009
0.009
0.005

0.012

0.005

0.05
0.009

0.013
0.013
0.009
0.009
0.005
0.005

0.009
0.005

0.053

0.009
0.005
0.009
0.693
0.005
0.012

OO0 O0O00O00000000000000000000000000000000000O0
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1152
1153
1154
1155
1156
1157
1158
1159
1160
1161
1162
1163
1164
1165
1166
1167
1168
1169
1170
1171
1172
1173
1174
1175
1176
1177
1178
1179
1180
1181
1182
1183
1184
1185
1186
1187
1188
1189
1190
1191
1192
1193
1194
1195
1196

0.009

0.061

0.017
0.031
0.009
0.05
0.005
0.009
0.06
0.013
0.684
0.017
0.009
0.009
0.012
0.012
0.024

0.005
0.025
0.037
0.005
0.052

0.005

0.041
0.03
0.005

0.009
0.005
0.017
0.009
0.016
0.019
0.016
0.012
0.045

O0O0OO0O0O0O00O0O00O0000O0

>
<

OO0OO0O00000000000000000000000000O0

143



1197
1198
1199
1200
1201
1202
1203
1204
1205
1206
1207
1208
1209
1210
1211
1212
1213
1214
1215
1216
1217
1218
1219
1220
1221
1222
1223
1224
1225
1226
1227
1228
1229
1230
1231
1232
1233
1234
1235
1236
1237
1238
1239
1240
1241

0.005

0.005
0.096

0.009
0.025
0.005
0.009

0.005
0.009

0.016
0.009

0.009
0.014
0.024
0.005

0.005
0.034

0.009
0.009
0.036
0.009
0.024
0.009
0.005

0.071

0.033

0.047

0.005
0.028

OO0 000O00O00O00000000000000000000000000000000000O0

1242
1243
1244
1245
1246
1247
1248
1249
1250
1251
1252
1253
1254
1255
1256
1257
1258
1259
1260
1261
1262
1263
1264
1265
1266
1267
1268
1269
1270
1271
1272
1273
1274
1275
1276
1277
1278
1279
1280
1281
1282
1283
1284
1285
1286

0.005
0.017
0.009
0.009
0.085

0.094

0.019
0.009

0.028
0.043
0.009
0.033
0.031
0.005
0.009
0.005
0.013
0.016
0.009
0.02
0.009
0.024
0.699
0.013
0.119
0.852
0.009
0.592
0.599
0.605
0.02
0.016
0.119
0.009
0.005
0.005

0.649
0.59
0.018

OO0OO0O0O0000000000000000000000O0
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< << O<cO0c

OO0 000

AV
AV

1287
1288
1289
1290
1291
1292
1293
1294
1295
1296
1297
1298
1299
1300
1301
1302
1303
1304
1305
1306
1307
1308
1309
1310
1311
1312
1313
1314
1315
1316
1317
1318
1319
1320
1321
1322
1323
1324
1325
1326
1327
1328
1329
1330
1331

0.595
0.017
0.086
0.653
0.02

0.009
0.112
0.019
0.074
0.018
0.017
0.005

0.005
0.089
0.084
0.009
0.034
0.094
0.012
0.1
0.012
0.005
0.005
0.005
0.005

0.041

0.009
0.012
0.051
0.668
0.009
0.009
0.012
0.044
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1332
1333
1334
1335
1336
1337
1338
1339
1340
1341
1342
1343
1344
1345
1346
1347
1348
1349
1350
1351
1352
1353
1354
1355
1356
1357
1358
1359
1360
1361
1362
1363
1364
1365
1366
1367
1368
1369
1370
1371
1372
1373
1374
1375
1376

0.076

0.045
0.021
0.009
0.005

0.676
0.005
0.017
0.051

0.005
0.028
0.005
0.016
0.005
0.005
0.005

0.009
0.009
0.099

0.012
0.005
0.009

0.012
0.005
0.026
0.005
0.012
0.005
0.013

0.01
0.014
0.088
0.005
0.038
0.022

OO0 000O0
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<

OO0OO0OO0O0O0000000000000000000000000000000O0

1377
1378
1379
1380
1381
1382
1383
1384
1385
1386
1387
1388
1389
1390
1391
1392
1393
1394
1395
1396
1397
1398
1399
1400
1401
1402
1403
1404
1405
1406
1407
1408
1409
1410
1411
1412
1413
1414
1415
1416
1417
1418
1419
1420
1421

0.013
0.014
0.01
0.028
0.018
0.005
0.01
0.043
0.021
0.005
0.019
0.044
0.015
0.018
0.033
0.009
0.023
0.02
0.005
0.018

0.01
0.104
0.023
0.018
0.009
0.018
0.005
0.018
0.054
0.009
0.022
0.014
0.068
0.005

0.01
0.033
0.014
0.019
0.032
0.014
0.031
0.024
0.059

0.03

OO0 O0O000000000000000000000000000000000000000O0

1422
1423
1424
1425
1426
1427
1428
1429
1430
1431
1432
1433
1434
1435
1436
1437
1438
1439
1440
1441
1442
1443
1444
1445
1446
1447
1448
1449
1450
1451
1452
1453
1454
1455
1456
1457
1458
1459
1460
1461
1462
1463
1464
1465
1466

0.052
0.013
0.005
0.065
0.015
0.026
0.024
0.114

0.019

0.005
0.005
0.025
0.015
0.023
0.053
0.01
0.049
0.01
0.014
0.043
0.051
0.024
0.03
0.044
0.05
0.045
0.043
0.066
0.061
0.052
0.055
0.044
0.01
0.046
0.016
0.065
0.026
0.069
0.163
0.065
0.062
0.138
0.167

<K KOOSO 0O0000000000000000000000000000000000O0
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1467 0.088
1468 0.095
1469 0.101
1470 0.103
1471 0.058
1472 0.044
1473 0.09

1474 0.038
1475 0.061
1476 0.05

1477 0.134
1478 0.113
1479  0.28

1480 0.157
1481 0.091
1482 0.177
1483 0.338
1484 0.227
1485 0.304
1486 0.296
1487 0.339
1488 0.349
1489 0.237
1490 0.281
1491 0.201
1492  0.236
1493 0.213
1494 0.193
1495 0.183
1496 0.159
1497  0.24

1498 0.367
1499 0.129
1500 0.157
1501 0.143
1502  0.17

1503 0.295
1504 0.198
1505 0.141
1506 0.172
1507 0.25

1508 0.21

1509 0.151
1510 0.259
1511 0.457

1512 0.247
1513  0.39

1514 0.441
1515 0.388
1516 0.334
1517 0.343
1518 0559 AV
1519 0.606 AV
1520 0575 AV
1521 0978 AV
1522 0.446 \Y

1523 0.418 \%

1524  0.62 AV
1525 0581 AV

En el cuadro se enlistan las 1,525 posiciones del conjunto de RDP con su respectiva
entropia y la clasificacién a la que corresponde cada posicién; C: Conservado, V:
Variante y AV: Altamente Variante; H (i): entropia, Pos: posicion.
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13.6. Clasificacion mediante K-medias conjunto Greengenes

Pos H(i) Grupo
1 0.152 \
2 0.0871 \
3 0.0837 \
4  0.0815 C
5 0.0785 C
6 0 C
7 0 C
8 0.0724 C
9  0.0708 C
10 0.1599 \%
11 0.4905 AV
12 0.7585 AV
13 0.1169 \
14 0 C
15  0.064 C
16  0.064 C
17 0 C
18  0.2509 \%
19 0 C

20 0 C
21  0.0584 C
22 0.0574 C
23 0.0565 C
24  0.0555 C
25 0.1502 \Y
26 0 C
27  0.0503 C
28 0 C
29 0.0482 C
30 0.0469 C
31 0 C
32 0 C
33 0.0448 C
34 0.0434 C
35 0.0422 C
36 0.0417 C
37 0.0414 C
38 0.0407 C
39 0 C
40 0.0417 C

41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82

0.1454
0
0.0366
0.031
0.031
0.0306
0
0.0297
0
0
0
0.0289
0.0302
0.0289
0.0289
0.0805
0.0805
0.6715
0.0802
0.0802
0.132
0.1369
0.0805
0.2842
0.5947
0.1621
0.0905
0.5007
0.6628
0.6519
0.7297
0.3997
0.7379
0.2076
0.6077
0.5236
0.0254
0.5516
0.164

0.0254
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83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124

0.1513
0.1766
0.6642
0.2133
0.5232
0.5836
0.6227
0.6073
0.6627
0.9265
0.5634
0.5554
0.4472
0.0958
0.105
0.4743
0.1378
1.0755
0.0602

0.017
0.114
0.0508
0.0428
0.0304
0.583

0.0168
0.1034

0.0167

0.0302

0.0167
0.0167

AV

AV
AV
AV
AV
AV
AV
AV
AV
AV

AV
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OO0OO0O0O0000000O0O<<0OO0
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125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169

0.0333
0.0167

0.0333
0.1196

0.0167

0.0167
0.0167
0.5942
0.0167

0.0167
0.1206
0.186
0.2306
0.0332
0.0587
0.3261
0.6549
0.0332

0.0166
0.0166

0.0166
0.0166

0.0743
0.1282
0.0332
0.0166
0.0499
0.0466
0.0166

0.0166

0.137
0.0166
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170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
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215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259

0.2593
0.1286

0.1368
0.1583
0.0598
0.0299
0.6633
0.2261
0.4963
0.1203
0.0332
0.5994
0.6524
0.0332
0.5343
0.042

0.2186
0.2295
0.11

o O O o

0.128
0.0166

0.0166

0.0166

0.064

0.1288

0.1286

0.0166
0.0631
0.0166
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260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293
294
295
296
297
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300
301
302
303
304
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305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319
320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349

0.0299
0.0166

0.0166

0.0166

0.0299

0.0299

0.1115
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350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367
368
369
370
371
372
373
374
375
376
377
378
379
380
381
382
383
384
385
386
387
388
389
390
391
392
393
394

0.0166
0.0167

0.0166
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395
396
397
398
399
400
401
402
403
404
405
406
407
408
409
410
411
412
413
414
415
416
417
418
419
420
421
422
423
424
425
426
427
428
429
430
431
432
433
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436
437
438
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457
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461
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464
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473
474
475
476
477
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480
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485
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510
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530
531
532
533
534
535
536
537
538
539
540
541
542
543
544
545
546
547
548
549
550
551
552
553
554
555
556
557
558
559
560
561
562
563
564
565
566
567
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569
570
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573
574
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575
576
577
578
579
580
581
582
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585
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603
604
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619
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631
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661
662
663
664
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665
666
667
668
669
670
671
672
673
674
675
676
677
678
679
680
681
682
683
684
685
686
687
688
689
690
691
692
693
694
695
696
697
698
699
700
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703
704
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0.0166

0.1583
0.0166

0.0299
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0.1286
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0.0332
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719
720
721
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723
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725
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727
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737
738
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741
742
743
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800
801
802
803
804
805
806
807
808
809
810
811
812
813
814
815
816
817
818
819
820
821
822
823
824
825
826
827
828
829
830
831
832
833
834
835
836
837
838
839
840
841
842
843
844
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845
846
847
848
849
850
851
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853
854
855
856
857
858
859
860
861
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865
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867
868
869
870
871
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875
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879
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885
886
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889
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890
891
892
893
894
895
896
897
898
899
900
901
902
903
904
905
906
907
908
909
910
911
912
913
914
915
916
917
918
919
920
921
922
923
924
925
926
927
928
929
930
931
932
933
934

0.1451

0.0166
0.0332
0.0299
0.0166

0.0166
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0.1604

0.0166
0.0698
0.0166
0.0166
0.0299
0.0166
0.1604
0.0332
0.0166
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0.0332

0.0166
0.0166
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935
936
937
938
939
940
941
942
943
944
945
946
947
948
949
950
951
952
953
954
955
956
957
958
959
960
961
962
963
964
965
966
967
968
969
970
971
972
973
974
975
976
977
978
979
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980
981
982
983
984
985
986
987
988
989
990
991
992
993
994
995
996
997
998
999
1000
1001
1002
1003
1004
1005
1006
1007
1008
1009
1010
1011
1012
1013
1014
1015
1016
1017
1018
1019
1020
1021
1022
1023
1024

0.1201
0.0166

0.0299
0.042

0.0166
0.0166
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0.0166
0.1191
0.0533

0.1193

0.0166
0.1026
0.1533
0.1115
0.084
0.1448
0.1604
0.1604
0.1853
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1038
1039
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1041
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1043
1044
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1049
1050
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1070
1071
1072
1073
1074
1075
1076
1077
1078
1079
1080
1081
1082
1083
1084
1085
1086
1087
1088
1089
1090
1091
1092
1093
1094
1095
1096
1097
1098
1099
1100
1101
1102
1103
1104
1105
1106
1107
1108
1109
1110
1111
1112
1113
1114
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1115
1116
1117
1118
1119
1120
1121
1122
1123
1124
1125
1126
1127
1128
1129
1130
1131
1132
1133
1134
1135
1136
1137
1138
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1140
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1177
1178
1179
1180
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1184
1185
1186
1187
1188
1189
1190
1191
1192
1193
1194
1195
1196
1197
1198
1199
1200
1201
1202
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1204
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0.1115
0.0332
0.1368
0.6901
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1205
1206
1207
1208
1209
1210
1211
1212
1213
1214
1215
1216
1217
1218
1219
1220
1221
1222
1223
1224
1225
1226
1227
1228
1229
1230
1231
1232
1233
1234
1235
1236
1237
1238
1239
1240
1241
1242
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0.0839
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1263
1264
1265
1266
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1274
1275
1276
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1278
1279
1280
1281
1282
1283
1284
1285
1286
1287
1288
1289
1290
1291
1292
1293
1294

o O O o

0.1604
0.1869
0.1448

0.0465

0.0166
0.0166
0.0166

0.0166

0.0299
0.6901

0.1026
0.775

0.5743
0.6666
0.5791
0.0166

0.1273

0.0166

0.1026
0.7137
0.5743
0.0166
0.5668

0.042

0.6234
0.0166

0.084
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1340
1341
1342
1343
1344
1345
1346
1347
1348
1349
1350
1351
1352
1353
1354
1355
1356
1357
1358
1359
1360
1361
1362
1363
1364
1365
1366
1367
1368
1369
1370
1371
1372
1373
1374
1375
1376
1377
1378
1379
1380
1381
1382
1383
1384
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1385
1386
1387
1388
1389
1390
1391
1392
1393
1394
1395
1396
1397
1398
1399
1400
1401
1402
1403
1404
1405
1406
1407
1408
1409
1410
1411
1412
1413
1414
1415
1416
1417
1418
1419
1420
1421
1422
1423
1424
1425
1426
1427
1428
1429
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1430
1431
1432
1433
1434
1435
1436
1437
1438
1439
1440
1441
1442
1443
1444
1445
1446
1447
1448
1449
1450
1451
1452
1453
1454
1455
1456
1457
1458
1459
1460
1461
1462
1463
1464
1465
1466
1467
1468
1469
1470
1471
1472
1473
1474

0.0428
0.017

0.017
0.0306
0.017
0.0599
0.0306
0.017
0.0544

0.017
0.0171
0.1406

0.0172
0.0483
0.0871

0.0636
0.1127
0.0855
0.1246
0.1875
0.077

0.0183
0.0186
0.0472

0.0475
0.2007
0.1346
0.7065
0.1925
0.2213
0.0879
0.0398
0.0766
0.1342
0.0375
0.0755
0.1053
0.1616
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1475 0.0929
1476 0.0528
1477 0.2034
1478 0.2564
1479 0.1843
1480 0.136
1481 0.0424
1482 0.0667
1483 0.0785
1484 0.0291
1485 0.3704
1486 0.2686
1487 0.201
1488 0.169
1489 0.0597
1490 0.1109
1491 0.0739
1492 0.0909
1493  0.037
1494 0.0372
1495 0.0374
1496 0.0376
1497 0.1084
1498 0.2946
1499 0
1500 0
1501 0.0407
1502 0.0853
1503 0.0984
1504 0.1139
1505 0.0479
1506 0.0842
1507 0.0482
1508 0
1509 0
1510 0.1404
1511 0.1119
1512 0.0565
1513 0
1514 0.2392
1515 0.1047
1516 0.0605
1517 0.0659
1518 0.0693
1519 0.0701

1520 0

1521 0.3802
1522 0

1523
1524
1525
1526

O0O0O0O00<O0

o O O o

En el cuadro se enlistan las 1,526 posiciones del conjunto de
Greengenes con su respectiva entropia y la clasificacion a la que cada
posicién corresponde; C: Conservado, V: Variante y AV: Altamente
Variante; H(i): entropia, Pos: posicion.
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13.7. Clasificacién mediante K-medias conjunto Fusionado

Pos H(i) Grupo
1 0.152 \
2 0.0871 \
3 0.0837 \
4 0.0815 \
5 0.0785 C
6 0 C
7 0 C
8 0.0724 C
9 0.0708 C
10 0.1599 \Y
11 04905 AV
12 0.7585 AV
13 0.1169 \Y
14 0 C
15 0.064 C
16 0.064 C
17 0 C
18  0.2509 \Y
19 0 C

20 0 C
21 0.0584 C
22 0.0574 C
23 0.0565 C
24 0.0555 C
25 0.1502 \Y
26 0 C
27  0.0503 C
28 0 C
29  0.0482 C
30 0.0469 C
31 0 C
32 0 C
33 0.0448 C
34  0.0434 C
35 0.0422 C
36 0.0417 C
37 0.0414 C
38 0.0407 C
39 0 C

40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80

0.0417
0.1454

0.0366
0.031
0.031

0.0306

0.0297

0.0289
0.0302
0.0289
0.0289
0.0805
0.0805
0.6715
0.0802
0.0802
0.132
0.1369
0.0805
0.2842
0.5947
0.1621
0.0905
0.5007
0.6628
0.6519
0.7297
0.3997
0.7379
0.2076
0.6077
0.5236
0.0254
0.5516
0.164
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AV
AV
AV
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V

81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121

0.0254
0.1513
0.1766
0.6642
0.2133
0.5232
0.5836
0.6227
0.6073
0.6627
0.9265
0.5634
0.5554
0.4472
0.0958

0.105
0.4743
0.1378
0.9866
0.0602

0.017
0.114
0.0508
0.0428
0.0304
0.583

0.0168
0.1034

0.0167

0.0302

0.0167
0.0167

< <00

AV
AV
AV
AV
AV
AV
AV
AV
AV

AV
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122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166

0.0333
0.0167

0.0333
0.1196

0.0167

0.0167
0.0167
0.5942
0.0167

0.0167
0.1206
0.186
0.2306
0.0332
0.0587
0.3261
0.6549
0.0332

0.0166
0.0166

0.0166
0.0166

0.0743
0.1282
0.0332
0.0166
0.0499
0.0466
0.0166

0.0166
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167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
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212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256

0.0299

0.2593
0.1286

0.1368
0.1583
0.0598
0.0299
0.6633
0.2261
0.4963
0.1203
0.0332
0.1503
0.2151
0.0332
0.5343
0.042

0.2186
0.2295
0.11
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0.128
0.0166

0.0166

0.0166

0.064

0.1288

0.1286
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257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
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270
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0.0299
0.0166
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392
393
394
395
396
397
398
399
400
401
402
403
404
405
406
407
408
409
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411
412
413
414
415
416
417
418
419
420
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527
528
529
530
531
532
533
534
535
536
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539
540
541
542
543
544
545
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662
663
664
665
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1472 0.0755
1473 0.1053
1474 0.1616
1475 0.0929
1476 0.0528
1477 0.2034
1478 0.2564
1479 0.1843
1480 0.136
1481 0.0424
1482  0.0667
1483 0.0785
1484  0.0291
1485 0.3704
1486 0.2686
1487 0.201
1488 0.169
1489 0.0597
1490 0.1109
1491 0.0739
1492 0.0909
1493  0.037
1494 0.0372
1495 0.0374
1496 0.0376
1497 0.1084
1498 0.2946
1499 0
1500 0
1501 0.0407
1502 0.0853
1503 0.0984
1504 0.1139
1505 0.0479
1506 0.0842
1507 0.0482
1508 0
1509 0
1510 0.1404
1511 0.1119
1512 0.0565
1513 0
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En el cuadro se enlistan las 1,513 posiciones del conjunto Fusionado con su respectiva entropia y la clasificacion
a la que cada posicién corresponde; C: Conservado, V: Variante y AV: Altamente Variante; H(i): entropia, Pos: posicion.
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13.8. Lista de modelos ordenados por puntajes CIB arbol ARNr 16S

Modelo -LnL df AlIC AlCc CiB

GTR+F 140719.432 4459 290356.865 40064636.9 314130.982
GTR+F+I1 139873.313 4460 288666.627 40080786.6 312446.076
GTR+F+G4 115363.464 4460 239646.928 40031766.9 263426.377
GTR+F+I+G4 115298.161 4461 239518.323 40049482.3 263303.103
SYM+I+G4 115251.36 4458 239418.721 39995862.7 263187.506
TVM+F+I1+G4 115358.614 4460 239637.229 40031757.2 263416.677
TVMe+I+G4  115274.882 4457 239463.763 39978075.8 263227.217
TIM3+F+1+G4 115301.813 4459 239521.626 40013801.6 263295.743
TIM3e+1+G4  115253.094 4456 239418.187 39960202.2 263176.309
TIM2+F+1+G4  115371.142 4459 239660.284 40013940.3 263434.401
TIM2e+1+G4  115268.215 4456 239448.43 39960232.4 263206.552
TIM+F+1+G4  115374.685 4459 239667.37 40013947.4 263441.487
TIMe+1+G4 115269.859 4456 239451.717 39960235.7 263209.839
TPM3u+F+1+G4 115362.572 4458 239641.143 39996085.1 263409.929
TPM3+1+G4 115276.56 4455 239463.119 39942423.1 263215.91
TPM2u+F+1+G4 115431.172 4458 239778.344 39996222.3 263547.129
TPM2+1+G4  115295.488 4455 239500.976 39942461 263253.767
K3Pu+F+1+G4 115434946 4458 239785.892 39996229.9 263554.678
K3P+1+G4 115296.956 4455 239503.912 39942463.9 263256.702
TN+F+1+G4  115374.812 4458 239665.623 39996109.6 263434.409
TNe+I+G4 115269.931 4455 239449.862 39942409.9 263202.652
HKY+F+1+G4 115435.067 4457 239784.134 39978396.1 263547.588
K2P+1+G4 115297.026 4454 239502.052 39924642.1 263249.511
F81+F+1+G4 116371.56 4456 241655.12 39962439.1 265413.242
JC+I1+G4 116211.743 4453 241329.486 39908653.5 265071.613

En el cuadro se enlistan todos los modelos probados para la construccion del arbol por Maxima Verosimilitud,
ordenado con base en el mejor puntaje CIB. AIC: PCriterio de informacion de Akaike puntajes, AlCc: AIC
corregido puntajes. CIB: Criterio de informacién Bayesiano puntajes.
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13.9. Lista de modelos ordenados por puntajes CIB arbol de marcadores Similares

Modelo -LnL df AlIC AlCc CIB
GTR+F 40228.986 2957 86371.972 17579984 99601.267
GTR+F+I 40056.185 2958 86028.371 175914724  99262.14
GTR+F+G4 35002.884 2958 75921.767  17581365.8 89155.536
GTR+F+I+G4  35002.881 2959 75923.762  17593203.8  89162.005
SYM+G4 35001.339 2955 75912.679  17545872.7  89133.026
SYM+I+G4 35001.334 2956 75914.668  17557698.7  89139.489
TVM+F+G4 35003.359 2957 75920.717  17569532.7  89150.012
TVM+F+1+G4 35003.36 2958 75922.721  17581366.7  89156.489
TVMe+G4 35006.204 2954 75920.408  17534060.4 89136.281
TVMe+I+G4 35006.211 2955 75922.422  17545882.4  89142.769
TIM3+F+G4 35009.775 2956 75931.551  17557715.6  89156.371
TIM3+F+1+G4  35009.777 2957 75933.554  17569545.6  89162.849
TIM3e+G4 35005.63 2953 75917.26  17522241.3  89128.659
TIM3e+I+G4 35005.625 2954 75919.251  17534059.3  89135.124
TIM2+F+G4 35031.036 2956 75974.072  17557758.1  89198.893
TIM2+F+1+G4  35031.038 2957 75976.076  17569588.1  89205.37
TIM2e+G4 35054.132 2953 76014.263  17522338.3  89225.662
TIM2e+I+G4 35054.132 2954 76016.264  17534156.3  89232.137
TIM+F+G4 35033.296 2956 75978.592  17557762.6  89203.413
TIM+F+1+G4 35033.297 2957 75980.595  17569592.6  89209.889
TIMe+G4 35054.044 2953 76014.088  17522338.1  89225.487
TIMe+1+G4 35054.046 2954 76016.092  17534156.1  89231.965
TPM3u+F+G4  35010.177 2955 75930.354  17545890.4  89150.701
TPM3u+F+1+G4  35010.178 2956 75932.357  17557716.4  89157.178
TPM3+G4 35010.292 2952 75924583  17510436.6 89131.508
TPM3+1+G4 35010.284 2953 75926.568  17522250.6  89137.968
TPM2u+F+G4  35031.673 2955 75973.346  17545933.3  89193.693
TPM2u+F+1+G4  35031.673 2956 75975.346  17557759.3  89200.167
TPM2+G4 35060.15 2952 76024.3 17510536.3  89231.225
TPM2+1+G4 35060.151 2953 76026.302  17522350.3  89237.702
K3Pu+F+G4 35033.839 2955 75977.678  17545937.7  89198.025
K3Pu+F+1+G4 35033.84 2956 75979.681  17557763.7  89204.501
K3P+G4 35059.851 2952 76023.702  17510535.7  89230.627
K3P+1+G4 35059.852 2953 76025.705  17522349.7  89237.104
TN+F+G4 35036.053 2955 75982.107  17545942.1  89202.454
TN+F+1+G4 35036.055 2956 75984.11  17557768.1 89208.931
TNe+G4 35056.527 2952 76017.053  17510529.1  89223.979
TNe+1+G4 35056.528 2953 76019.056  17522343.1  89230.456
HKY+F+G4 35036.591 2954 75981.182  17534121.2  89197.055
HKY+F+1+G4  35036.593 2955 75983.185  17545943.2  89203.532
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K2P+G4 35062.338 2951 76026.675  17498730.7  89229.127

K2P+1+G4 35062.339 2952 76028.678  17510540.7  89235.603
F81+F+G4 35251.982 2953 76409.964 17522734 89621.363
F81+F+1+G4 35251.983 2954 76411.965 17534552 89627.838
JC+G4 35275.663 2950 76451.327  17487351.3  89649.304
JC+I+G4 35275.664 2951 76453.327  17499157.3  89655.778

En el cuadro se enlistan todos los modelos probados para la construccién del arbol por Maxima Verosimilitud,
ordenado con base en el mejor puntaje CIB. AIC: Puntaje de Criterio de informacion de Akaike, AlCc: Puntaje
de AIC corregido. CIB: Puntaje de Criterio de informacién Bayesiano.
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13.10. Lista de modelos ordenados por puntajes CIB arbol de marcadores Disimilares

Modelo -LnL df AIC AlCc CIB
GTR+F 81837.968 2909 169493.935 17099873.9 183402.032
GTR+F+I 81531.528 2910 168883.056 17110903.1 182795.934
GTR+F+G4 66495.655 2910 138811.309 17080831.3 152724.187
GTR+F+I+G4 66481.197 2911 138784.393 17092448.4 152702.052
SYM+I+G4 66446.706 2908 138709.411 17057453.4 152612.727
TVM+F+1+G4 66481.952 2910 138783.904 17080803.9 152696.781
TVMe+I+G4 66466.21 2907 138746.419 17045858.4 152644.954
TIM3+F+1+G4 66480.6 2909 138779.199 17069159.2 152687.296
TIM3e+I+G4 66447.301 2906 138706.603 17034190.6 152600.356
TIM2+F+1+G4 66481.678 2909 138781.357 17069161.4 152689.454
TIM2e+1+G4 66447.182 2906 138706.364 17034190.4 152600.118
TIM+F+1+G4 66482.335 2909 138782.671 17069162.7 152690.768
TIMe+I+G4 66447.78 2906 138707.56  17034191.6 152601.314
TPM3u+F+1+G4 66482.607 2908 138781.214 17057525.2 152684.529
TPM3+1+G4 66466.786 2905 138743.572 17022603.6  152632.544
TPM2u+F+1+G4 66483.847 2908 138783.694 17057527.7  152687.01
TPM2+1+G4 66466.441 2905 138742.881 17022602.9 152631.854
K3Pu+F+1+G4 66484.498 2908 138784.997 17057529  152688.313
K3P+I+G4 66467.012 2905 138744.025 17022604  152632.997
TN+F+1+G4 66482.329 2908 138780.657 17057524.7 152683.973
TNe+1+G4 66447.78 2905 138705.561 17022565.6 152594.533
HKY+F+1+G4 66484.498 2907 138782.996 17045895 152681.53
K2P+1+G4 66467.013 2904 138742.026 17010982  152626.218
F81+F+I1+G4 66903.65 2906 139619.3  17035103.3 153513.053
JC+1+G4 66878.552 2903 139563.103 17000187.1 153442.513

En el cuadro se enlistan todos los modelos probados para la construccion del arbol por Maxima Verosimilitud,
ordenado con base en el mejor puntaje CIB. AIC: Puntaje de Criterio de informacién de Akaike, AICc: Puntaje
de AIC corregido. CIB: Puntaje de Criterio de informacién Bayesiano.
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