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RESUMEN

El chile molido alberga una gran diversidad de bacterias, por tal motivo ha surgido
un gran interés por investigar la presencia de bacterias patégenas que podrian
propagarse a través de este producto, representando asi un riesgo para la salud
publica y el ambiente. La evaluacion de la diversidad bacteriana, la deteccion de
fitopatégenos e identificacion de genes de resistencia antibiotica y virulencia es
esencial para lograr un control efectivo. En este sentido, se evalu6 la diversidad
bacteriana en 15 muestras de chile molido de diferentes regiones geograficas de
México, asi como la deteccidn de genes de resistencia antibidtica. Las familias
bacterianas mas representativas en las muestras fueron Bacillaceae vy
Enterobacteriaceae, en las cuales se detectaron 18 especies potencialmente
asociadas a patdégenos. En total, el perfil de resistoma del chile en polvo contenia
68 genes unicos, que conferian resistencia a los antibidticos distribuidos en 13
clases diferentes. Posteriormente, se aislaron 420 bacterias y se evalué su
capacidad infectiva en frutos y plantas de chile (Capsicum annuum L.) y jitomate
(Solanum lycopersicum). Se seleccionaron cuatro aislados (SM2, Ch1-5, Ch1-39 y
Ch9-16) que presentaron sintomas mas pronunciados de infectividad, como
podredumbre blanda y necrosis, los cuales, se secuenciaron e identificaron las
siguientes especies: Pectobacterium aroidearum (SM2), Mixta gaviniae (Ch1-5),
Klebsiella pneumoniae (Ch1-39) y Pseudomonas psychrotolerans (Ch9-16), las
cuales han sido reportadas anteriormente como bacterias fitopatdgenas. Este
estudio demuestra la importancia de la deteccion de bacterias fitopatogenas y su
analisis genético a través de la deteccion de genes de resistencia a antibioticos y
virulencia, asi mismo revela la necesidad de continuar monitoreando este producto
para prevenir la dispersion de bacterias potencialmente patdogenas y disminuir
riesgos ambientales.

Palabras clave: Chile molido, Capsicum spp., Fitopatdogenos, Genes de resistencia

antibiodtica, Genes de virulencia



ABSTRACT

Chili powder harbors a wide diversity of bacteria, which has led to a significant
interest in investigating the presence of pathogenic bacteria that could spread
through this product, thus posing a risk to public health and the environment.
Evaluating bacterial diversity, detecting phytopathogens, and identifying antibiotic
resistance and virulence genes are essential for effective control. In this regard,
bacterial diversity was assessed in 15 samples of chili powder from different
geographical regions of Mexico, along with the detection of antibiotic resistance
genes. The most representative bacterial families in the samples were Bacillaceae
and Enterobacteriaceae, in which 18 species potentially associated with pathogens
were detected. In total, the resistome profile of chili powder contained 68 unique
genes, conferring resistance to antibiotics distributed across 13 different classes.
Subsequently, 420 bacteria were isolated and their infective capacity was evaluated
in chili (Capsicum annuum L.) and tomato (Solanum lycopersicum) fruits and plants.
Four isolates (SM2, Ch1-5, Ch1-39, and Ch9-16) that showed more pronounced
symptoms of infectivity, such as soft rot and necrosis, were selected. The following
species were sequenced and identified: Pectobacterium aroidearum (SM2), Mixta
gaviniae (Ch1-5), Kilebsiella pneumoniae (Ch1-39), and Pseudomonas
psychrotolerans (Ch9-16), all of which have been previously reported as
phytopathogenic bacteria. This study demonstrates the importance of detecting
phytopathogenic bacteria and their genetic analysis through the detection of
antibiotic resistance and virulence genes. It also highlights the need for ongoing
monitoring of this product to prevent the spread of potentially pathogenic bacteria

and to reduce environmental risks.

Keywords: Chili powder, Capsicum spp., Phytopathogens, Antibiotic resistance

genes, Virulence genes
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1. INTRODUCCION

El chile (Capsicum spp.) tiene una amplia distribucion global y presenta una notable
diversidad en formas, tamafios, colores y niveles de picor o pungencia. Se
encuentra entre los productos mas cultivados en el mundo, con una produccion de
34.5 millones de toneladas (MT) de chile fresco y 3.9 MT de chile seco. México
ocupa el segundo lugar en produccion mundial de chile, gracias a su cultivo
extendido por todo el pais y a su gran variedad de especies, lo que representa tan
solo para una variedad (Capsicum annuum var. Serrano) una produccion de 34 mil
012 millones de pesos. Ademas de su presencia en la dieta cotidiana de los
mexicanos, el cultivo del chile es crucial por su contribucion al valor de la produccion
agricola en las regiones involucradas, asi como por los ingresos competitivos que

genera para los productores.

Los productos derivados del chile son diversos, como el chile molido que por su
gran variedad se utilizan no solo para consumo directo, sino también en la
produccion de colorantes, cosméticos, entre otros usos. La obtencion del chile
molido implica un proceso de deshidratacién y molienda, lo que resulta en una
amplia gama de variedades, similar a la diversidad de chiles frescos. Sin embargo,
este proceso de elaboracién puede exponer al chile molido a contaminacién por
diversos factores ambientales, lo que puede dar lugar a la presencia de una gran
variedad de bacterias. Estas bacterias, debido a su capacidad metabdlica y
resistencia a distintos factores ambientales, pueden dispersarse a través del chile

molido.

Los cultivos de chile enfrentan una seria amenaza debido a la presencia de
fitopatdogenos, organismos que causan enfermedades en las plantas y provocan
pérdidas economicas considerables. Las Dbacterias fitopatogenas son
particularmente problematicas, ya que pueden atacar las plantas en todas las
etapas de su ciclo de vida, desde la germinacion hasta la postcosecha. Este
constante asedio genera complicaciones en la siembra y el cultivo del chile, pues el

control de estas bacterias implica un incremento en los costos de produccion, lo cual
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se traduce en pérdidas tanto econdmicas como bioldgicas para los agricultores. La
necesidad de detectar y controlar eficazmente las bacterias fitopatdgenas es
urgente, ya que su presencia representa una seria amenaza para el desarrollo
agricola y economico, afectando no solo la produccion de chile, sino también la
seguridad alimentaria y la estabilidad financiera de las comunidades agricolas.

Las bacterias fitopatdgenas tienen genes de virulencia y resistencia antibidtica que
les confieren esta capacidad de cuasar dafo a las plantas, por lo tanto, la deteccion
de estos genes es esencial para el control eficaz de enfermedades en plantas.
Identificar estos genes proporciona una base crucial para desarrollar estrategias de
control precisas. La identificacion de genes que de virulencia permite comprender
como los fitopatdgenos causan dafno a los frutos y plantas, facilitando asi el
desarrollo de estrategias de control especificas. Del mismo modo, la identificacion
de genes de resistencia antibidtica ayuda a anticipar y abordar problemas de
resistencia a los fungicidas o antibiéticos utilizados en la agricultura, permitiendo
una planificacion estratégica de manejo que minimizan el riesgo de desarrollo de
resistencia. Con la deteccién de estos genes, es posible disefar estrategias de
manejo integrado de plagas que incluyan métodos bioldgicos y quimicos para
controlar la propagacion de los fitopatdgenos, asi como implementar practicas
agricolas mas sostenibles y eficientes para prevenir la potenciacion de resistencia
y minimizar el uso de antibidticos. Ademas, al comprender los mecanismos
moleculares de virulencia y resistencia, los agricultores pueden implementar
medidas preventivas y de control que reduzcan las pérdidas econdmicas asociadas
con enfermedades de plantas, y también permite un manejo mas selectivo y
sostenible de los fitopatdégenos, reduciendo asi la necesidad de productos quimicos
y disminuyendo el impacto ambiental asociado.

Por esta razon, los estandares internacionales para la deteccion de fitopatogenos
se estan volviendo cada vez mas rigurosos, especialmente para productos como el
chile, que se comercializa tanto en su forma fresca como seca o molida. Sin

embargo, en Meéxico, las condiciones socioecondmicas, las limitaciones
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tecnologicas y la falta de apoyo gubernamental y financiero han llevado a que el
chile molido no cumpla con los estandares internacionales de inocuidad. Esta
situacion se ve agravada por la escasa investigacion en la deteccion de
fitopatdogenos en este tipo de productos. Diversos estudios han demostrado que el
chile molido contiene una gran diversidad de bacterias, lo cual demuestra la
importancia de realizar un estudio de su caracterizacion ya que se han encontrado
diferencias entre las muestras analizadas procedentes de distintas regiones y que
presumiblemente involucran diferentes factores ambientales, sin embargo, no
evaluaron o existe poca informacion si alguna especie de estos grupos bacterianos

tiene capacidad fitopatdégena.

En este estudio, se examino la diversidad bacteriana en 15 muestras de chile molido
de diferentes regiones de México. Las familias bacterianas mas comunes en las
muestras fueron Bacillaceae y Enterobacteriaceae, en las que se identificaron 18
especies posiblemente relacionadas con patogenos. El perfil de resistoma del chile
en polvo incluyé un total de 68 genes unicos, que otorgan resistencia a los
antibiéticos pertenecientes a 13 clases diferentes. Entre las principales clases de
genes de resistencia a los antibidticos con gran abundancia en casi todas las
muestras se encontraban los relacionados con la resistencia a multifarmacos,
tetraciclinas, betalactamicos, aminoglucésidos y fenicol. Posteriormente, se aislaron
420 bacterias y se evalu6 su capacidad para infectar frutos y plantas de chile
(Capsicum annuum L.) y jitomate (Solanum lycopersicum), en los cuales se encontro
capacidad infectiva unicamente en fruto. Se seleccionaron cuatro aislados (SM2,
Ch1-5, Ch1-39 y Ch9-16) que mostraron sintomas mas evidentes de infectividad,
como podredumbre blanda, necrosis y clorosis, en un periodo de tiempo mas corto,
de los cuales, se determinaron que pertenecen a los géneros Pectobacterium,
Klebsiella, Pseudomonas y Mixta. Las especies identificadas mediante
secuenciacion fueron: Pectobacterium aroidearum (SM2), Mixta gaviniae (Ch1-5),
Klebsiella pneumoniae (Ch1-39) y Pseudomonas psychrotolerans (Ch9-16), todas

previamente reportadas como bacterias fitopatdgenas.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades de chile (Capsicum spp.).

El género Capsicum spp. por su nombre o conocido como chile, esta ampliamente
distribuido en todo el mundo, presentando una gran diversidad de formas, tamarios,
colores y niveles de picor o pungencia, como se muestra en la Figura 1 (Laborde &
Pozo, 1982). Perteneciente a la familia de las Solanaceas, del cual se tiene registro
de al menos 31 especies; entre las mas importantes econémicamente son: C.
baccatum, C. chinense, C. pubescens, C. frutescens y C. annuum. Los chiles son
clasificados en dos grupos: Frutas largas y carnosas que pertenecen a la variedad
de Capsicum anuum y Frutas pequefas que pertenecen a la variedad de Capsicum
minimum. (Aguilar-Rincoén et al., 2010).

El Capsicum esta compuesto principalmente por agua, con un promedio del 74.3%,
2.3% de proteinas y 15.8% de carbohidratos; ademas, contiene vitaminas y
minerales (Montes et al.,, 2004). Su cultivo requiere temperaturas templadas y
calidas, por lo cual, bajo condiciones adecuadas, la planta mide entre 30 y 80 cm
de altura y el fruto puede llegar a presentar diferentes caracteristicas como; el color
rojo, anaranjado, verde, blanco o purpureo, de acuerdo con el grado de madurez y
dulce o picante, segun el estimulo gustativo que provoca. Debido a la gran cantidad
de semillas y venas, donde se concentra la capsaicina, la sustancia responsable del
picor (SADER, 2021). Entre estas especies, C. annuum destaca por su amplia
diversidad de variedades, que se han adaptado a diversos climas y tipos de suelo,
facilitando su distribucion de manera exitosa en muchos paises (Baenas et al.,
2019).
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Figura 1. Diferentes tipos de chiles pertenecientes a las especies C. annuum
y C. chinense.
(Tripodi & Kumar, 2019)

2.1.1. Importancia del chile a nivel mundial.

El cultivo del chile (Capsicum spp.) se disperso por gran parte del mundo durante la
época colonial, convirtiendose con el tiempo en uno de los elementos mas
importantes de la cocina global. Hoy en dia, existe una amplia diversidad de chiles,
que han pasado a ser parte integral de las costumbres y tradiciones de diversas
regiones. Por ejemplo, en el sureste asiatico, el cultivo de chiles picantes y muy
picantes es distintivo. La paprika, una variante del chile, es considerada el
ingrediente mas caracteristico de la cocina hungara, especialmente en Szeged, al
sur del pais. Asimismo, en la cocina espafola, el chile confiere una identidad
regional, con dos denominaciones reconocidas: “Pimentén de la Vera” en Caceres

y “Pimentdn de Murcia” en Murcia (Aguilar-Rincon et al., 2010).

Dentro de las especies cultivadas, Capsicum annuum es la mas ampliamente

conocida y de mayor importancia economica, con una distribucion global (Pickersgill
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B., 1969). Su produccién alcanza los 34.5 millones de toneladas (MT) de chile fresco
y 3.9 MT de chile seco. Los principales productores de chile fresco son China (17.5
MT), México (2.7 MT), Indonesia (2.0 MT) y Espana (1.1 MT), mientras que India es
el mayor productor de chiles secos (1.4 MT) (FAOSTAT, 2022).

El chile se utiliza en una variedad de productos industriales, como oleorresinas y
otros extractos enriquecidos. Uno de los productos mas importantes es el chile
molido o chile en polvo, uno de estos productos conocido como paprika, del cual el
70% de su produccion se usa como condimento en productos carnicos, sopas,
salsas y aperitivos. Dentro de sus utilidades tambien se encuentra en la fabricacion
de colorantes, maquillaje y productos de higiene personal. La oferta mundial total
de chile en polvo es de aproximadamente 60,000 toneladas por afio (Buckenhuskes,
2003).

2.1.2. Importancia del chile en México.

México es el pais que presenta la mayor diversidad de formas cultivadas y silvestres
de Capsicum spp., distribuidas en todo el territorio. Esta diversidad se ha descrito
basandose en la clasificacion comercial de los frutos, agrupados en diversos tipos
de chile. Entre las mas de 100 variedades disponibles, se clasifican en 25 grupos
de chiles verdes y 10 de chiles secos, destacando variedades como el jalapefio,
poblano y serrano, asi como los considerados dulces, como el morron (SADER.,
2021).

En el 2020 la produccion de chile verde aumentd un 2.7%, con un total de tres
millones 324 mil 260 toneladas, consolidando a México como el segundo productor
mundial y aumentando su aceptacion en los mercados internacionales. Segun cifras
del Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), el valor de la
produccion en 2020 fue de 34 mil 012 millones de pesos, un incremento del 3.8%

respecto a los 32 mil 762 millones de pesos del afio anterior (SADER., 2021).

Ademas del impacto que representa el consumo diario del mexicano, el cultivo es
importante por el valor que aporta a la produccién agricola de las regiones
involucradas, generando ingresos competitivos para los productores y abarcando
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aproximadamente 150 jornales por hectarea en zonas de riego. La creacion de
empleos refleja un impacto social positivo que trasciende (SIAP, 2010).

En el 2020 los estados principales de produccion de chile verde fueron los
siguientes; Chihuahua, en primer lugar, que cosechd 723 mil toneladas que
generaron cinco mil 011 millones de pesos, lo que implicé un incremento de 18.5 %,
respecto de 2019. También destaca Sinaloa, en segundo lugar, con 648 mil 222
toneladas; En tercer lugar, a nivel nacional se encueuntra Zacatecas, con una
produccion de 458 mil 943 toneladas; y por ultimo entre los estados mayor
produccion San Luis Potosi con 327 mil 124; Sonora, produciendo 223 mil 432 y
Jalisco, con una produccion de 189 mil 611 toneladas (SADER., 2021).

Pese a que México ocupa el segundo lugar a nivel mundial como productor de chile,
importa alrededor de 30 mil toneladas, distribuidas por 41 paises, de los cuales
China actua como el mayor proveedor importando una cantidad de 26 mil toneladas
(SIAP, 2010).

2.2. Proceso de deshidratacion del chile.

Primero, se obtiene el chile fresco, producido mediante un proceso que consta de
varias etapas, las cuales se mencionan a continuacion: pre-cosecha, cosecha, post-
cosecha y venta al consumidor (Molina-Loya, 2012). Una vez obtenido el chile
fresco, pasa al proceso de deshidratacién el cual se puede realizar por diferentes
métodos como lo son el secado tradicional en deshidratadoras, en terrenos con
pendientes, hornos artesanales, etc. El secado tradicional de los frutos se realiza
construyendo las llamadas “paseras” donde se tienden sobre paja los chiles
maduros (Figura 2). Las paseras pueden ser de dos tipos, camas largas y angostas
a las que se deja cierto declive para evitar la acumulacién de humedad, o en micro
tuneles de plastico. Algunos productores realizan el secado en instalaciones
llamadas deshidratadoras, donde utilizan calor generado con gas o combustoleo.
(Aguilar-Rincén et al., 2010)

Solo por mencionar unos ejemplos; el secado del chile huacle se realiza en terrenos

con pendientes mayores a 5%, se colocan los chiles maduros sobre camas de
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piedra dejandolos a la accion directa de los rayos solares; para el chile pasilla el
deshidratado del fruto es por medio de ahumado con lefia de encino en hornos
artesanales (Aguilar-Rincon et al., 2010). Posterior al deshidratado para el caso de
chile molido, éste pasa por el proceso de molienda, el cual consiste en los siguientes
pasos; Los chiles secos son triturados de manera preliminar para reducir su tamano
y facilitar el proceso de molienda. Esto se puede hacer con trituradores o molinos
de martillos. Después, los chiles triturados son sometidos a un proceso de molienda
fina utilizando molinos industriales. Estos molinos pueden ser de varios tipos, como
molinos de rodillos, de piedras o de martillos, dependiendo de la finura deseada y
del tipo de chile. Posteriormnete, el chile molido es tamizado para asegurar una
textura uniforme. Los tamices industriales separan las particulas de tamafo no
deseado, que pueden ser recirculadas para una molienda adicional. Finalmente, En
algunos casos, el chile molido puede ser mezclado con otros ingredientes, como
sal, comino u otros tipos de chiles, para crear mezclas especificas de especias
(Jyothirmayi et al., 2008).

Figura 2. Secado tradicional al aire. Se realiza en las llamadas "paseras"
(Aguilar Rincon et al., 2010).
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2.3. Calidad microbioldgica.

Los vegetales y frutas pueden llegar a contaminarse con una gran diversidad de
microorganismos, incluidos patégenos humanos y fitopatégenos, en cualquier etapa
de la cadena de produccién. Sin medidas de control adicional para reducir la
contaminacion, los patégenos pueden permanecer durante largos periodos (Leon et
al., 2009).

En el caso especifico de chile molido, para obtener las diversas variedades que
ofrece nuestro pais y el resto del mundo, el proceso de produccion presenta una
alta exposicion a la contaminacion. Organismos comensales, presentes
originalmente en las plantas, pueden sobrevivir al proceso de secado y contribuir al
aumento de enfermedades transmitidas por los alimentos (Hashem & Alamri, 2010).
Ademas, el chile molido esta expuesto a diversos contaminantes ambientales
durante el procesamiento, como aguas residuales, suciedad, polvo, excrementos
humanos y animales (Banerjee & Sarkar, 2003). La contaminacién puede ocurrir
debido al mal manejo durante el almacenamiento, distribucion y procesamiento;
estos factores contribuyen a la contaminacién microbiana, y si los alimentos se
consumen sin tratamiento, pueden ser potencialmente riesgosos (Hashem & Alamri,
2010).

En México las Buenas Practicas Agricolas (BPA) y Buenas Practicas de Manejo
(BPM), son sistemas que minimizan el riesgo de contaminacion en el campo. Estas
practicas tienen como objetivo prevenir la contaminacion de productos
hortofruticolas con microorganismos patdégenos, sustancias toxicas y materiales
extrafios, durante el crecimiento, cosecha, seleccion, embalaje, almacenado y
transporte. Estos sistemas apoyan a los agricultores en la produccion de alimentos
inocuos, independientemente del pais. A pesar de, la aplicacion de estas
recomendaciones, existen multiples riesgos que pueden causar la contaminacion
de los alimentos. (SAGARPA, 2018).

Con el paso de los afos, se ha detectado un aumento en el numero de
enfermedades transmitidas por frutas y hortalizas. La informacién reportada
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evidencia que es un problema que esta tomando mayor importancia. Los riesgos
biolégicos asociados a los productos horticolas estan asociados con malas
practicas de produccion, algunos ejemplos de ello son: el uso de agua de riego
contaminada, emplear desechos bioldgicos solidos como fertilizante sin tratamiento
o con un mal tratamiento, la existencia de animales en las areas de cultivo, la
cercania a zonas de concentracion de aguas de uso doméstico o solidos organicos

y una mala higiene de las instalaciones, entre otros (Puig-Pefa et al., 2013).

Otro factor que aporta a la presencia de patdogenos es la concentracién de estos en
suelo contaminado donde crece la hortaliza, aumenta la probabilidad de que el
vegetal se encuentre contaminado en la etapa de cosecha. Del mismo modo, altas
concentraciones de patdogenos en el agua de riego resultaran en altas cargas de
contaminacion en el suelo, y, por ende, en la planta y vegetal (Doyle & Erickson,
2008). Los microorganismos patdogenos pueden estar presentes de forma natural en
el suelo, como Listeria spp., o ser incorporados mediante la adicion de materia
organica como fertilizante; estos pueden contaminar los cultivos directamente

durante la lluvia o el riego (Nicholson et al., 2005).

Ademas, la calidad del agua en contacto con productos frescos determina el
potencial de contaminacion de patdégenos. La fuente del agua de riego, su
distribucion y el tipo de riego utilizado son factores importantes que influyen en la
contaminacion de frutas y vegetales frescos (FDA, 2008). El estudio de Steele &
Odumeru, (2004) demostro que el riesgo de transmision de enfermedades por la
presencia de microorganismos patdogenos en el agua de riego depende del nivel de
contaminacion. El riesgo de contaminacion de los vegetales via agua de riego ha
aumentado en el mundo, por el uso de agua residual no tratada, el cual, el uso de
dicha agua ha aumentado en aproximadamente un 10% en los cultivos (UNESCO,
2003).

En México se elabor6 un estudio en Yucatan, donde se evalu6 la calidad
microbiolégica del fruto de chile habanero, en el cual se compararon dos sistemas
de cultivo, el primero fue cultivado por el sistema tradicional y el segundo fue el
cultivado por el sistema de hidroponia, ambos bajo condiciones de invernadero.
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Donde, la calidad microbiologica del chile habanero fue mejor en el sistema
hidroponico, donde se reporto una cantidad de mesofilos aerobios de 2.1 x 10°
(UFC/g), mientras que el chile habanero cultivado en campo a cielo abierto, reportd
una cantidad de mesdfilos aerobios de 1.5 x 107 (UFC/g) (Lugo-Jiménez et al.,
2010).

Los mesdfilos aerobios son un tipo de microorganismos, especificamente bacterias,
que crecen y se desarrollan mejor en condiciones moderadas de temperatura y en
presencia de oxigeno. Estos microorganismos se encuentran comunmente en una
variedad de ambientes, incluyendo el suelo, el agua, el aire y dentro del cuerpo
humano (en la piel, el tracto gastrointestinal, etc.). También son prevalentes en
alimentos y pueden ser indicadores de calidad y seguridad alimentaria. En el
contexto de la industria alimentaria, la presencia y el conteo de mesdfilos aerobios
se utilizan como un indicador general de la carga microbiana y las condiciones
higiénicas de los alimentos. Un alto conteo de mesofilos aerobios puede sugerir la
presencia de microorganismos patdégenos potenciales o una falta de higiene en el
procesamiento y manejo de los alimentos (Smith et al., 1946).

2.4. Diversidad microbiolégica en chile (Capsicum spp.).

El estudio de diversidad bacteriana y taxondomico es importante para diversas ares
que constituyen la sociedad hoy en dia y aportan al desarrollo humano como las
areas de: médica, alimenticia, energética, ecoldgica, entre otras. Esto se debe a que
las bacterias forman gran parte de la biomasa existente en el planeta y que con el
paso de los afos se han adaptado de una manera impresionante a todos los
ambientes, desde el fondo del mar hasta el interior del cupero humano (Torres-
Moreno, 2016).

En China, se elabord un estudio de caracterizacion de la diversidad microbiolégica
en chile (Capsicum annuum L.) cultivados con agua de irrigacion y agua de grifo,
detectaron Pseudomonas sp., Comamonas sp., Flavobacterium sp., Delftia sp.,
Lactobacillus sp., Rhizobium sp., Bedllovibrio sp., Brevundimonas sp.,

Stenotorphomonas sp., Erwinia sp., norank Rhodospirillaceae sp., Providencia sp.,
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Sphingomonas sp., Klebsiella sp., Massiliia sp. y Brochothrix sp., en el cual se
concluyé que los chiles regados con agua de irrigacion contenian 91.38% de
abundancia relativa de protobacterias a comparacion con los chiles regados con
agua de grifo que contenian 68.69% de abundancia relativa de protobacterias (Cui
et al., 2020).

Un estudio realizado en municipios pertenecientes al estado de Nuevo Leon, se
investigaron dos granjas productoras de chile jalapefio (Capsicum annum L.), el
experimento consistio en la toma de un total de 84 muestras de producto, agua de
riego utilizado para la produccién del producto, suelo donde se cultiva el producto y
manos de trabajadores que recolectan el producto, las cuales, se analizaron como
indicadores de microorganismos; reportando resultados bajos en el producto. Otro
dato importante ha resaltar es que se encontré que no hay variacion en el perfil
microbiolégico del chile jalapefio en las diferentes granjas muestreadas de
diferentes municipios que se dedican a la agricultura en el estado de Nuevo Ledn,
por lo cual, se concluyé que es necesario realizar estudios donde se concideren
mas variables para determinar si la contaminacion sucede durante su crecimiento y

cosecha o durante la manipulacion en el punto de venta (Molina-Loya, 2012).

Se realiz6 un estudio para la identificacion de diversidad microbioldgica del chile
Chilhuacle Negro (Capsicum annum) en el cual se detectaron diversos miembros
de Proteobacteria, Cyanobacteria, Bacteroidetes y Actinobacteria. En esta
investigacion se evalu6 la diferencia de la diversidad microbidlogica entre chiles
frescos y los chiles secos y se observo que en los chiles secos habia presencia de
hongos que no se habian detectado en los chiles frescos, lo que sugiere que estos
hongos patdégenos se transmitieron a la fruta a través de las corrientes de aire
(Fajardo-Rebollar et al., 2021).

Existen reportes en los cuales se identificd Bacillus cereus s.l. en una concentracion
<10* ufc/g en chile rojo en polvo de la India (Banerjee & Sarkar, 2003), en pimenton
y pimienta (<80 ufc/g) en Alemania (Frentzel et al., 2018a), y en chile en polvo y
pimenton organico (<23 ufc/g) en los EE. UU. (Hariram & Labbe, 2015). La Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) ha sefialado que se han publicado
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algunos informes de brotes de enfermedades transmitidas por los alimentos
causados por diversos aislamientos de B. cereus. asociado con concentraciones
bacterianas superiores a 10° ufc/g de alimento, pero en algunos informes,
concentraciones de 103 ufc/g estuvieron involucradas en brotes (EFSA, 2016).

En un estudio realizado en muestras de chile en polvo en México, se aislaron cepas
de B. cereus s.I. que representan un riesgo potencial para la salud por su resistencia
a antibidticos y su produccion de toxinas biolégicas. Ademas, el chile en molido tiene
una vida util y la capacidad de formacién de esporas de B. cereus s.I. permite que
persista por mucho tiempo. Todas estas consideraciones parecen apoyar el
desarrollo de programas de seguimiento de la calidad microbiana para evaluar la
distribucion de microorganismos en condimentos, como el chile molido, y el riesgo

potencial para la salud publica (Celestino-Hernandez et al., 2021).

2.5. Normas microbiolégicas para chile molido.

Las normas desempefian un papel fundamental en la produccion de chile y otros
alimentos, garantizando no solo la calidad y seguridad de los productos, sino
también la eficiencia y sostenibilidad del proceso productivo. En un mundo
globalizado donde los mercados demandan altos estandares y los consumidores
son cada vez mas conscientes de los aspectos sanitarios y éticos de los alimentos
que consumen, la implementacion de normas rigurosas se vuelve indispensable. A
nivel internacional, se encuentra el Manual analitico bacteriologico (MAB), (2023)
de la FDA; presenta los procedimientos de laboratorio preferidos por la agencia para
los analisis microbiologicos de alimentos y cosméticos. De acuerdo a la comision
Internacional en Microbiologia las especificaciones para alimentos (ICMSF)
establecen los siguientes limites maximos permisibles: bacterias mesofilas aerobias
(TAMB) 10 UFC/g, levaduras y mohos 10*UFC/g, coliformes 10* UFC/g. y E. coli
103CFU/g. Mientras que, en Alemania los requerimientos los valores estandar para
TAMB 10°UFC/g, B. cereus 10* UFC/g, S. aureus 10? UFC/g, E. coli debe de estar

ausente y para Salmonella debe ser cero en 25 gramos de muestra (DGHM, 2011).

La deteccion y cuantificacion de B. cereus en alimentos por los laboratorios de
control de calidad se realiza con pruebas fenotipicas y se llevan a cabo de acuerdo
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a las Normas Internacionales ISO 7932:2004 e ISO 21871:2006 (Martinez-Blanch,
2008). Estas normas establecen realizar el recuento en placa utilizando agares
diferenciales para B. cereus como el agar Polimixina—Yema de huevo—Manitol
(MYP) y el agar Polimixina—Yema de huevo—Manitol- Azul de bromotimol (PEMBA),
ademas de la valoracién de la produccion de B—hemodlisis en agar sangre de carnero
(1SO 7932:2004).

En México existen Normas Oficiales Mexicanas (NOM) especificas para la
produccion y comercializacion de chile. Las NOM son regulaciones técnicas
obligatorias emitidas por el gobierno mexicano a través de diversas secretarias, y
estan disefadas para garantizar la calidad, seguridad y sanidad de productos y
servicios. La NOM-189-SSA1/SCFI-2002: Productos y servicios. Especificaciones y
meétodos de prueba de chiles secos. Esta norma establece los requisitos y métodos
de prueba que deben cumplir los chiles secos para garantizar su calidad e
inocuidad. La NOM-002-SAG/FITO-2015: Por la que se establecen los requisitos y
especificaciones fitosanitarias para la produccion y movilizacidn de material
propagativo de chile (Capsicum spp.). Esta norma tiene como objetivo prevenir la
propagacion de plagas y enfermedades en los cultivos de chile; y la NOM-003-
SAGARPA-2016:Especificaciones fitosanitarias para la importacion de productos
vegetales. Aunque no es especifica para el chile, esta norma incluye regulaciones
que afectan la importacion de chiles frescos y secos, garantizando que estén libres
de plagas y enfermedades.

2.6. Bacterias fitopatégenas.

Los fitopatdbgenos como virus, bacterias y hongos, representan un gran problema
para la produccién de hortalizas ya que atacan antes, durante y después de su
cosecha, esto trae consigo problemas para su siembra de hortalizas, pues implica
un aumento en los costos de produccion para controlarlos y pérdidas econdémicas y
biolégicas (Navarrete-Maya et al., 2014), lo cual se traduce en pérdidas de mas de
mil millones de ddlares en todo el mundo cada afio en la cadena de produccion de

alimentos (Kannan et al., 2015).

24



Las bacterias fitopatdgenas son microorganismos responsables de enfermedades
en plantas. Mayormente aerobias, algunas son anaerobias facultativas. Su
crecimiento esta condicionado por factores como nutrientes, temperatura, humedad
y pH. Estos microorganismos provocan diversos sintomas como marchitez,
pudriciones blandas y manchas en varios 6rganos vegetales (Navarrete-Maya et al.,
2014). Se conocen alrededor de 150 especies de bacterias que afectan las plantas
(Kannan et al.,, 2015). Entre los cinco géneros mas relevantes como agentes
infecciosos en cultivos se encuentran: Corynebacterium sp., Erwinia sp.,
Pseudomonas sp., Agrobacterium sp. y Xanthomonas sp. (Navarrete-Maya et al.,
2014).

2.6.1. Bacterias fitopatégenas de chile (Capsicum spp.).

En semilla de chile se ha encontrado Clavibacter michiganensis subsp.
Michiganensis (Navarrete-Maya et al., 2014), que es a través de esta su mayor
fuente de transmision y que es causante de las lesiones en frutos y hojas. En plantas
de chile Capsicum annuum L. reportado por Robles-Hernandez et al., (2019) se
identificO Xanthomonas campestris pv. vesicatoria como principal causante de la
enfermedad de la peca o mancha bacteriana (PMB) (Figura 3), la cual es una de las
enfermedades mas devastadoras del cultivo del chile. También en plantas de chile
se identifico Enterobacter cloacae la cual se ha detectado como una bacteria
fitopatbgena emergente, ya que anteriormente se conocia unicamente como
patdogeno para humanos; los principales sintomas causado por esta bacteria son
hojas marchitas que se vuelven de color marrén oscuro y plantas deshojadas en la
ultima etapa de la infeccion (Garcia-Gonzalez et al., 2018).

En el estudio realizado en chile en polvo acerca de la diversidad bacteriana por
Hernandez Gomez et al., (2022) se puede resaltar la presencia de Kosakonia
cowanii, en la cual existen reportes de ser una bacteria fitopatbgena como es el
caso de Pachuli donde se le relaciona como causante de Marchitez bacteriana
(Zhang et al.,, 2022) y en la planta de soya se identific6 a K. cowanii como

fitopatégeno (Krawczyk & Borodynko-Filas, 2020).
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Una de las claves para entender como estos organismos causan enfermedades
radica en el estudio de sus genes de virulencia y resistencia. Los genes de virulencia
son aquellos que permiten a los patdégenos superar las defensas de las plantas,
facilitando la colonizacion y el establecimiento de la enfermedad. Estos genes
codifican diversas proteinas y factores, como toxinas, enzimas degradativas,
sistemas de secrecion y moléculas efectores que interfieren con las funciones
celulares normales de la planta. Por ejemplo, las bacterias fitopatdgenas pueden
poseer sistemas de secrecion tipo Il que inyectan efectores directamente en las
células vegetales, manipulando sus procesos metabdlicos y de defensa (He et al.,
2021; Huang et al., 2019; Xu et al., 2021). Por otro lado, los genes de resistencia en
fitopatogenos se refieren a aquellos que proporcionan al organismo la capacidad de
resistir o neutralizar los mecanismos de defensa de la planta o los tratamientos
fitosanitarios aplicados por el ser humano. Estos genes pueden conferir resistencia
a fungicidas, bactericidas y otros agentes de control, haciendo que el manejo de las
enfermedades sea mas desafiante. La resistencia puede surgir a través de
mutaciones genéticas, adquisicion de genes por transferencia horizontal, o
mediante la seleccidén natural de cepas mas adaptadas a las condiciones adversas
(Sundin & Wang, 2018).

Por lo tanto el objetivo del trabajo es caracterizar la diversidad bacteriana de
diferentes muestras de chile molido obtenidas de diversas regiones geograficas de
México poniendo atencidn especial en el aislamiento y evaluacién de
enterobacterias para determinar su capacidad infectiva como potenciales
fitopatogenos, debido a su importancia para poder proponer estrategias adecuadas
para erradicar su dispersion y control correcto para asi poder disminuir el impacto
negativo que tienen estos fitopatogenos en la agricultura y comercializacion

(Kannan et al., 2015; Navarrete Maya et al., 2014).
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Figura 3. Sintomas de enfermedades en Capsicum spp. A) Hojas de chile
mostrando lesiones de color café y bordes irregulares tipicas de mancha bacteriana.
B) Planta de chile mostrando follaje clorético. C) Fruto de chile mostrando una lesién
café en el pedunculo, caracteristica en plantas infectadas por patégenos del suelo.
D) Planta de chile afectada por pudricién de la raiz mostrando frutos con maduracién
adelantada e irregular. E) Plantas de chile mostrando sintomas severos (follaje
colgante, necrosado, sin botones o flores) de pudriciéon de la raiz. F) Planta de chile
con lesiones de color café — marrdn en el borde y apice de las hojas (INIFAP, 2008).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Determinar la diversidad bacteriana y detectar bacterias fitopatogenas en chile

molido (Capsicum spp.) de diversas regiones geograficas de México.

3.2. Objetivos especificos

¢ Identificar la diversidad bacteriana presentes en muestras de chile molido a
través de un analisis metagendmico.

e Evaluar cepas bacterianas con capacidad infectiva en fruto y plantas de chile
(Capsicum anumm L.) y jitomate (Solanum lycopersicum).

e Detectar genes de virulencia en aislados bacterianos que presenten
capacidad infectiva en frutos y plantas de chile (Capsicum anumm L.) y

jitomate (Solanum lycopersicum).
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4. METODOLOGIA

4.1. Selecciony descripcion de muestras

Se obtuvieron 20 muestras (tabla 1) de chile en polvo obtenidos a partir de diferentes

variedades del genero Capsicum spp. de diferentes regiones geograficas de

México, donde 6 muestras pertenecen al estado de Aguascalientes, 6 muestras al

estado de Zacatecas, 3 muestras al estado de San Luis Potosi, 3 muestras al estado

de Yucatan, 1 al estado de Jalisco y 1 al estado de Querétaro.

Tabla 1. Muestras obtenidas de chile molido de diferentes regiones
geograficas de México.

ID Géneros Regién geografica
CH1 Capsicum annuum 'Guaijillo’ San Luis Potosi
CH2 Capsicum annuum 'Mirasol' Zacatecas, Zac.
CH3 Capsicum annuum 'Guaijillo’ Fresnillo, Zac.
CH4 Capsicum anuum 'De Arbol’ San Luis Potosi
CH5 Capsicum annuum 'Mirasol' Zacatecas, Zac.
CH6 Capsicum annuum L. ‘Xkat ik’ Yucatan
CH7 Capsicum annuum 'Guaijillo’ Jalisco
CH8 Capsicum annuum 'Jalapefo’ Fresnillo, Zac.
CHO Capsicum a:nnuum v'ar. annuum Fresnillo, Zac.

Poblano
CH10 Capsicum annuum 'Morita' Fresnillo, Zac.
CH11 Capsicum annuum L. var annuum. San Luis Potosi
CH12 Capsicum anuum 'De Arbol' Yucatan
CH13 Capsicum chinense Yucatan
CH14 Capsicum a:nnuum v'ar. annuum Aguascalientes
Poblano
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CH15 Capsicum anuum 'De Arbol' Querétaro

CH16 Capsicum afnnuum v'ar. annuum Aguascalientes
Poblano

CH17 Capsicum anuum 'De Arbol' Aguascalientes

CH18 Capsicum anuum 'De Arbol' Aguascalientes

CH19 Capsicum annuum 'Guaijillo’ Aguascalientes

CH20 Capsicum annuum 'Guaijillo’ Aguascalientes

4.2. Analisis del bacterioma.

Todas las muestras de chile molido fueron procesadas a través del protocolo del kit
comercial ZR Fungal/Bacterial DNA de marca Zymo Research para la extraccion del
DNA directo de la muestra o a partir de colonias bacterianas obtenidas en medios

nutritivos para aumentar la probabilidad de tener mayor diversidad bacteriana.

El ADN obtenido del protocolo de extraccion se analizé su presencia y calidad,
colocando 3 pL de ADN de cada muestra en un gel de agarosa al 1%, con
electroforesis a 80 Volts durante 40 minutos y se revelo el resultado con luz UV.
Confirmada la presencia de ADN se realizaré la secuenciacion del ADN gendémico
con Shotgun Metagenomic Sequencing Service (Zymo Research, Irvine, CA) bajo
el formato de secuencias en pares (paired-end). La calidad de las secuencias se
verifico con el programa FastQC. A través de la plataforma en linea BV-BRC se
determind la diversidad taxondmica con la herramienta “Taxonomic Classification”
para identificar la composicion microbiana de las muestras metagenomicas. Este
servicio utiliza Kraken 2 (J. Lu & Salzberg, 2020), Kraken utiliza consultas de base
de datos de coincidencia exacta de k-mers, en lugar de una alineacién inexacta de
secuencias. Las secuencias se clasifican consultando la base de datos para cada
k-mer en una secuencia, y luego utilizando el conjunto resultante de taxones del
ancestro comun mas bajo (LCA) para determinar una etiqueta apropiada para la

secuencia.
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Los archivos de lectura generados (fastq) se cargaron en la plataforma CZ-ID
(https://czid.org/, consultada en septiembre de 2023), que realiza canales de bases

de datos de composicion microbiana y resistencia a los antimicrobianos para
detectar y cuantificar patdégenos bacterianos (Kalantar et al., 2020). Para cada
muestra de chile en polvo, se determin6é una composicion microbiana significativa a
partir de lecturas unicas por millén (rPM) que se asignaron a taxones microbianos
especificos con los filtros de umbral de la siguiente manera: puntuacion Z de
nucledtidos (NT) = 1 (calculada a partir del fondo normalizado en masa modelo
creado), NT rPM = 10 (minimo de al menos 10 lecturas de un mapeo por 1 millén
de lecturas a taxones especificos), proteina no redundante (NR) rPM = 5 (lecturas
de proteinas por millon de mapeo a taxones especificos) y promedio Alineamiento
NT = 50 pares de bases (mapeo de alineacion de lectura de nucledtidos promedio
para taxones especificos).

Para el analisis de genes de virulencia y resistencia se realiz6 con ayuda de la
plataforma en linea BV-BRC con la herramienta “Metagenomic Read Mapping”, el
cual se realizo con el servicio de mapeo de lecturas metagendmicas utiliza KMA
(alineacidn k-mer(Clausen et al., 2018)) para alinear las lecturas con genes de
resistencia a antibioticos o factores de virulencia. KMA mapea las lecturas sin
procesar directamente en estas bases de datos y utiliza el algoritmo de k-mer para
acelerar el mapeo y el algoritmo de Needleman-Wunsch para alinear con precision
las extensiones de las salidas de k-mer.

4.3. Determinacion del contenido de bacterias mesofilas aerobias,
bacterias esporuladas y Enterobacterias.

La calidad microbiologica del chile molido se determind a través del contenido de
bacterias mesdfilas aerobias (BMA), bacterias mesofilas esporuladas (BME) vy
enterobacterias, siguiendo la metodologia descrita en las normas oficiales
mexicanas para analisis de los grupos microbianos mencionados (NOM-092; NOM-
111; NOM-113).

El cual consiste en: Se pes6 1 gramo de muestra, se adicioné 9 mL de diluyente de
peptona (DP); la muestra se homogenizé manualmente durante 1 minuto. A partir

31


https://czid.org/

de esta suspension se preparé diluciones decimales en DP para los recuentos de
BMA, BME y enterobacterias por la técnica de vaciado en placa. Las placas de cada
grupo microbiano se incubaron en las condiciones de tiempo y temperatura
recomendadas en técnicas oficiales (NOM-092; NOM-113; NOM-111). Se realizo el
recuento de colonias desarrolladas en cada placa de cada grupo microbiano y el
computo de resultados en UFC/g de chile molido.

Para el tratamiento de germinacion de esporas. En condiciones asépticas, se peso
1 g de cada muestra y se adicion6 9 mL de DP, se homogenizé durante 1 minuto
manualmente y a partir de esta suspension se prepararon diluciones decimales en
DP. El tratamiento de germinacion de esporas se realizo introduciendo los frascos
inoculados en un bafio con agua (en agitacion) a 80° C durante 10 min. Al término
del tiempo, los frascos fueron transferidos a otro bafio con agua a 45°C para detener
el tratamiento. El contenido de cada frasco se vacio y distribuyé homogéneamente
en placas estériles, respectivamente. Cuando el agar se solidifico, las placas se
incubaron a 35°C por 48-72 hr.

4.4. Aislamiento y capacidad infectiva de bacterias fitopatégenas en

fruto de chile (Capsicumm anumm L).

Se preparé 1 g de muestra de chile molido en 9 mL de peptona y se sembrd en agar
MacConkey, el cual es un medio de cultivo selectivo para los grupos bacterianos de
interés; cada fenotipo de las colonias desarrolladas se transfiridé a nuevas placas de
agar selectivo y se incubaron a 37°C. Se aislaron 420 colonias y se seleccionaron
frutos de chile serrano que no presenten lesiones, posteriormente se desinfectaron
(hipoclorito de sodio al 10% durante 1 min, después en etanol al 70% durante 1 min)
y se lavaron minuciosamente en agua destilada estéril; a partir de las colonias
aisladas, se preparo una suspension de de 1x108 CFU.mL! en 50 L de peptona al
0.1% y se inoculd 10 pL en frutos de Capsicum annuum L., el cual, se realizé por
triplicado. Se incubaran por 5 dias, en recipientes a temperatura ambiente,
posteriormente de observd para la deteccion en los chiles de tejido infectado, los

sintomas a identificar fueron clorosis, manchas marrones o necrosis (Pérez-Moreno
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et al., 2016), se descartaron los aislados bacterianos que no presentaron alguna
actividad infectiva, de los cuales, se seleccionaron 25.

Los aislado seleccionados se prepararon en una solucion de peptona al 0.1% y se
inocularon 5 L en hojas de plantulas de Capsicum annuum L. de 30 a 45 dias y se
mantuvieron en invernadero (Beneduzi et al., 2008), con un fotoperiodo de 16 h de
luz 'y 8 h de oscuridad a 24°C (Bach et al., 2016), el cual, se realiz6 por triplicado,
se incubaron y se monitorearon para detectar alguna lesion en la planta. Los
sintomas a identificar fueron clorosis, manchas marrones o necrosis (Pérez-Moreno

et al., 2016). Para evaluar el porcentaje de infeccion se utilizaria la ecuacion MED
% = j—?XlOO , donde AD es el area total dafiada y AS es el calculo total del area de

la hoja, los cuales se calcularan por medio de procesamiento de imagenes digitales
(AID), con ayuda del programa ImageJ 1.48r (Sauceda-Acosta et al., 2015). Se hara
la seleccion de los aislados que presenten capacidad infectiva para su posterior
identificacion a través de métodos genomicos. Adicionalmente, se calcul6 para cada
cepa que mostroé capacidad infectiva la cantidad minima de células infectivas con
respecto a concentraciones de 1x10'a 1x108 CFU.mL™".

Debido a que no se observd niguna sintomatologia de infeccion en las plantas se
volvio a evaluar la capacidad infectiva de los 25 aislados previamente
seleccionados, inoculando frutos de chile y jitomate ya que pertenecen a la familia
de las Solanaceaes desinfectados como se indica anteriormente, se prepard una
suspension de 1x108 CFU.mL-" de bacteria en 50 L de peptona al 0.1% y se inoculd
10 L, por triplicado con tres repeticiones, se incubaron en recipientes a temperatura
ambiente, posteriormente de observo durante 48h para la deteccidn en los chiles y
jitomates de tejido infectado, los sintomas a identificar seran clorosis, manchas
marrones o necrosis (Pérez-Moreno et al., 2016), seleccionando los aislados que
presentaron capacidad infectiva durante las primeras 48 horas, donde se
seleccionaron 4 aislados, SM2, Ch9-16, Ch1-39 y Ch1-5.
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4.5. Secuenciacion del genoma, identificacion de genes y taxonomia.

Se seleccionaron las cepas de interés que demostraron mayor porcentaje de
severidad, las cuales fueron: SM2, Ch9-16, Ch1-39 y Ch1-5. El ADN gendmico de
las cepas de interés se extrajo con el kit comercial ZR Fungal/Bacterial DNA de
marca Zymo Research de acuerdo con las instrucciones del fabricante. EI| ADN
genomico se procesod y analizd con el Servicio de Secuenciacion Metagendmica
Shotgun (Zymo Research, Irvine, CA). Las bibliotecas de secuenciacion se
prepararon con lllumina® DNA Library Prep Kit (lllumina, San Diego, CA) y la
biblioteca final se secuencio en la plataforma NovaSeq® (lllumina, San Diego, CA).
El analisis de bioinformatica se realizo utilizando las tuberias en el Centro de
recursos de bioinformatica bacteriana y viral (BV-BRC) y se envio al servicio integral
de analisis del genoma en PATRIC (Davis et al., 2016). El genoma se anot6
utilizando el kit de herramientas RAST (RASTtk) (Brettin et al., 2015). El mapa del
genoma circular se dibujé usando Proksee (Grant et al., 2023). La referencia mas
cercana y los genomas representativos fueron identificados por Mash/MinHash
(Ondov et al., 2016). Las familias de proteinas globales PATRIC (PGFams) (Davis
et al.,, 2016) se seleccionaron de estos genomas para determinar el analisis
filogenético. Las secuencias de proteinas de estas familias se alinearon con
MUSCLE (Edgar, 2004), y los nuclettidos de cada una de esas secuencias se
asignaron a la alineacion de proteinas. El conjunto de alineaciones de aminoacidos
y nucleotidos se enlazaron en una matriz de datos, y se utilizé6 RaxML (Stamatakis,
2014) para analizar esta matriz, con un arranque rapido para generar los valores de
soporte en el arbol. Se incluyeron evaluaciones bioinformaticas a través de la
plataforma en linea BV-BRC para la identificacion de genes y taxonomia.

4.6. Analisis estadistico.

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el software Minitab 21.1.1
(2022 Minitab, LLC. All rights reserved). Los datos fueron analizados por analisis de
varianza (ANOVA) y para su comparacion, se uso la prueba de diferencia

significativa de Tukey a un nivel de significancia del 95%.
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5.RESULTADOS

5.1. Seleccion y descripcidon de las muestras

Con el interés de caracterizar la diversidad bacteriana en muestras de chile molido
de diferentes regiones geograficas de México, de acuerdo a la disponibilidad, se
obtuvieron 20 muestras (Tabla1), perteneciendo a dos diferentes variedades del
geénero Capsicum spp., 1 a Capsicum chinense y 19 a Capsicum anuum, donde 6
muestras pertenecen al estado de Aguascalientes, 6 muestras al estado de
Zacatecas, 3 muestras al estado de San Luis Potosi, 3 muestras al estado de
Yucatan, 1 al estado de Jalisco y 1 al estado de Querétaro.

5.2. Obtencion de ADN

Para conocer la diversidad de bacterias presentes en las muestras de chile molido,
se realizd la extraccion de ADN, usando el protocolo del kit comercial ZR
Fungal/Bacterial DNA de marca Zymo Research directamente de las muestras de
chile molido. En la figura 4(A) se visualizan los resultados de la extraccionde ADN
de siete muestras, en la cual, se destaca las muestras CH1, CH2 y CH6 que
mostraron una degradacién evidente en el gel de agarosa. En cambio, las muestras
CHS5, CH7 y CH4 se observaron muy diluidas y en la muestra CH3, no se logro
extraer el ADN.

Debido a que no se obtuvieron bandas definidas, se decidié no continuar con las
extracciones restantes de las muestras y se optd por emplear otra metodologia. El
siguiente paso a seguir, fue sembrar las muestras de chile molido en agar nutritivo
Triptona-Soja (TSA) y hacer la extraccion de las colonias bacterianas de acuerdo a
la metodologia mencionada por Hernandez Gomez et al., (2022). De las colonias
bacterianas obtenidas en medios nutritivos, como se reporta en la Tabla 2, ademas
se determin6 el numero de unidades formadoras de colonias por gramo (UFC/g),
clasificadas en tres grupos: bacterias mesofilas aerobias (BMA), bacterias
esporuladas (BME) y Enterobacterias, las cuales nos permitieron evaluar su calidad

microbioldgica.
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M CH1 CH2 CH3 CH5 CH6 CH7CH4 M CH1 CH2 CH3 CH5 CH6 CH7 CH4

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa de extraccion de ADN. A)
Electroforesis en gel de agarosa de extraccion de ADN directamente de las
muestras de chile molido. B) Electroforesis en gel de agarosa de extraccion de ADN
de colonias bacterianas. En ambos geles, M corresponde al marcador de 1 kb
(Thermo Scientific).

La cuenta de Bacterias Mesdfilas Aerobias (BMA) oscilaron de 6x10%a 7 x108 UFC/g
(tabla 2). Las muestras CH1-CH13 y CH15 se encuentran por encima de los limites
maximos permitidos de acuerdo a la Comision Internacional de Especificaciones
Microbioldgicas para Alimentos (ICMSF), la cual indica la cantidad de BMA permitida
en muestras de alimentos correspondiente a < x10° UFC/g; seis muestras de chile
en polvo (CH2, CH3, CH5, CH7, CH8 y CH15) tuvieron una calidad marginal (10°-
108 UFC/g), mientras que ocho muestras de chile en polvo (CH1, CH4, CH6, CH9,
CH10, CH11, CH12 y CH13) con valores superiores a 106 UFC/g indican calidad
inaceptable y solo una muestra de chile en polvo (CH14), tuvo valores de <103

UFC/g que se interpreta como calidad aceptable.

Los resultados para los recuentos de BME oscilaron entre 4.3 x 103y 2 x 10° UFC/g.
Aunque este grupo bacteriano no se considera dentro de los criterios de calidad
microbioldgica para las especias, se debe considerar el monitoreo de B. cereus
como miembro de este grupo por sus caracteristicas de toxicidad. Un grupo
bacteriano importante como indicador de calidad higiénica es el de la familia
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Enterobacteriaceae. De acuerdo a los resultados cinco muestras de chile en polvo
(CH1, CH2, CH3, CH4 y CH7) superaron los criterios microbiolégicos del ICMSF
(£10* UFC/g), mientras que diez muestras de chile en polvo (CH5, CH6, CH8, CH9,
CH10, CH11, CH12, CH13, CH14 y CH15) con valores <10* UFC/g mostraron

criterios de calidad aceptables para este grupo de microorganismos (Tabla 2).

Tabla 2. Recuento de Bacterias Mesofilas Aerobias,

Enterobacterias.

ID

Cuenta de (BMA)

Cuenta de (BME)

Enterobacterias

Esporuladas vy

UFC/g UFC/g UFClg
CH1 2.3 x 107 2.2 x 107 1.1 x 108
CH2 1.2 X 108 3.5 x 105 1.2x10°
CH3 6.1x 106 2.9 x106 5.1 x10°
CH4 2.1 x 107 3 x 107 2.3 x 108
CH5 5.8 x10° 3.2 x 107 2.1 x 10
CH6 1x107 5.1 x108 51 x10
CH7 4.9 X 107 4.7x107 4.3 x10°
CHS 1.7 x 10° 1.9x 108 <100
CH9 1x 107 1.2x 107 <100
CH10 2 x 107 1.4 x 107 <100
CH11 7 x 108 1.2x 107 <100
CH12 4.4 x107 2 x109 <100
CH13 3.8 x 107 3.3 x107 7.4 x10
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CH14 6x 10° 1.7 x10* <100

CH15 1x10° 4.3x10° 4.8x103
CH16 <100 <100 <100
CH17 <100 <100 <100
CH18 <100 <100 <100
CH19 <100 <100 <100
CH20 <100 <100 <100

Debido a los datos obtenidos en el conteo de BMA (tabla 2), las muestras CH16 a
CH20, presentaron cantidades muy bajas, por lo tanto, no fue posible realizar la
extraccion de ADN a traves de las colonias bacterianas de estas muestras. Por otra
parte, se realiz la extraccidon de las muestras CH1 a CH15 con el protocolo del kit
comercial ZR Fungal/Bacterial ADN de marca Zymo Research. En la figura 4(B) se
observa la electroforesis de la extraccion de ADN de las colonias bacterianas
provenientes de siete muestras donde se confirma la presencia de ADN. Por lo
tanto, se mando a secuenciar la extraccion de ADN de 15 muestras (CH1-CH15) al
servicio de Zymo Research, Irvine, CA.

5.3. Analisis de la diversidad bacteriana en muestras de chile molido

Los resultados de las lecturas de secuenciacion se observan en la Tabla 3. Todas
las secuencias tuvieron una longitud de secuencia de 151 y el porcentaje de G+C
estuvo dentro del rango de 45 a 54%.

Tabla 3. Caracteristicas de las secuencias por muestra.

Nombre de la Total de Longitud de
Muestra . . ] %GC
secuencia secuencias | la secuencia
CH1 zr9271_1_R1.fastq.gz 13297016 151 46
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zr9271_1_R2.fastq.gz | 13297016 151 47
zr10264_8_ RA1.fastq.gz 10000000 151 51
chz zr10264_8_ R2.fastq.gz 10000000 151 51
zr10264_1_R1.fastq.gz | 10000000 151 48
chs zr10264_1_R2fastq.gz | 10000000 151 48
zr9271 2 _R1fastq.gz | 17949175 151 46
chd zr9271 2 _R2.fastq.gz | 17949175 151 46
zr9271_4 R1fastq.gz | 10567038 151 44
CHS zr9271 4 _R2fastq.gz | 10567038 151 45
zr10264_6_RA1.fastq.gz 10000000 151 44
CHe zr10264_6_R2.fastq.gz 10000000 151 44
CHT zr10264_2_R1.fastq.gz | 10000000 151 45
zr10264_2 R2.fastq.gz | 10000000 151 46
zr9271_5_R1.fastq.gz 11779351 151 44
che zr9271_5_R2.fastq.gz 11779351 151 45
zr9271_6_R1fastq.gz | 11548642 151 45
ch9 zr9271_6_R2fastq.gz | 11548642 151 45
zr9271_7_RA.fastq.gz | 12274033 151 45
ch1o zr9271_7_R2.fastq.gz | 12274033 151 45
zr9271_3_R1fastq.gz | 10606188 151 45
cht zr9271_3_R2.fastq.gz 10606188 151 45
zr10264_5 R1.fastq.gz | 10000000 151 44
chiz zr10264_5_ R2.fastq.gz 10000000 151 45
zr10264_4 R1fastq.gz | 10000000 151 45
CA1S 0264 4 R2fastq.gz| 10000000 151 45
zr10264_3_R1.fastq.9z | 10000000 151 45
chid zr10264_3_R2.fastq.gz 10000000 151 45
zr10264_7_R1.fastq.gz | 10000000 151 54
RS 0264 7 _R2fastq.gz| 10000000 151 54
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Usando la metodologia de software Zymo Research, BV-BRC y CZID, obtuvimos la
diversidad bacteriana existente en cada muestra (Figura 5). La familia mas
representativa fue Bacillaceae, la cual representa mas del 90% de abundancia
relativa, a excepciéon de las muestras CH2 y CH15 donde la familia mas
representativa fue Enterobacteriaceae con abundacias relativas de 47.34% vy
96.23% respectivamente. Dentro del analisis se identificaron tres familias de

bacterias fitopatégenas: Enterobacteriacae, Erwiniaceae y Xanthomonadaceae.

Familias Representativas

100% —_
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70%
60%
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40%
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0%

CH10 CH11 CH12 CH13 CH14 CH15

Abundancia Relativa

m Bacillaceae = Paenibacillaceae u Enterococcaceae Enterobacteriaceae
m Erwiniaceae = Yersiniaceae m Moraxellaceae m Pseudomonadaceae
u Sphingobacteriaceae m Planococcaceae m Chromobacteriaceae ® Xanthomonadaceae

Figura 5. Composicion taxonémica en quince muestras de chile molido. El
grafico de barras representa la abundancia relativa de familias bacterianas
representativas en porcentaje indicado por diferentes colores.

En la muestra CH1 los géneros mas abundantes fueron: Bacillus, Kosakonia y
Cronobacter con un porcentaje de abundancia relativa de 92.86%, 3.09% y 1.78%
respectivamente, mientras que las especies mas abundantes fueron las siguientes:
B. subtilis, B. velezensis, B. halotolerans, B. safensis y K. cowanii con un porcentaje
de abundancia relativa de 41.29%, 27.73%, 13.27%, 8.09% y 3.09%
respectivamente. Para CH2, los géneros mas abundantes fueron: Bacillus,
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Kosakonia y Siccibacter con un porcentaje de abundancia relativa de 44.50%,
25.58% y 10.92% respectivamente, mientras que las especies mas abundantes
detectadas fueron: K. cowanii, B. halotolerans, S. turicensis, B. subtilis y B. safensis
con un porcentaje de abundancia relativa de 25.58%, 24.94%, 8.72%, 7.44% y
4.35% simultaneamente. En la muestra CH3, entre los géneros mas abundantes
fueron los siguientes; Bacillus, Enterobacter y Kosakonia con un porcentaje de
abundancia relativa de 87.03%, 6.17% y 2.41% respectivamente, mientras que las
especies mas abundantes fueron: B. velezensis, B. subtilis, B. cereus, B.
halotolerans y E. hormaechei con un porcentaje de abundancia relativa de 32.42%,
27.18%, 14.86%, 5.87% y 2.98% simultaneamente. Con respecto a CH4, los
géneros mas abundantes son los siguientes: Bacillus (92.54%), Enterobacter
(3.01%) y Kosakonia (2.97%), mientras que las especies mas abundantes
detectadas son: B. velezensis (31.47%), B. halotolerans (30.50%), B. subtilis
(22.47%), B. safensis (7.22%) y K. cowanii (2.97%).

En la muestra CHS, el género mas abundante fue Bacillus con un porcentaje de
abundancia relativa de 98.27%, mientras que las especies mas abundantes fueron
B. subtilis (29.08%), B. safensis (26.16%), B. halotolerans (25.13%) y B. velezensis
(16.54%). Para CHG, los géneros mas abundantes fueron Bacillus y Enterobacter
con un porcentaje de abundancia relativa de 97.28% y 2.09% simultaneamente; en
el caso de las especies, los mas abundantes son: B. subtilis (36.46%), B. safensis
(24.74%), B. sonorensis (9.51%), B. licheniformis (8.63%) y B. aryabhattai (7.22%).
En referencia a la muesta CH7, el género mas abundante fue Bacillus con un
porcentaje de abundancia relativa de 99.69%, a nivel especie, las mas
representativas incluyeron a: B. subtilis (75.02%), B. velezensis (17.29%), B.
safensis (3.84%) y B. halotolerans (1.58%). Para CH8, el género mas abundante
también fue Bacillus con un porcentaje de abundancia relativa de 99.32%, mientras
que las especies mas abundantes fueron B. subtilis (43.22%), B. halotolerans
(28.35%), B. velezensis (16.65%), B. safensis (9.04%) y B. licheniformis (1.94%).

En la muestra CH9 el género mas abundante fue Bacillus con un porcentaje de
abundancia relativa de 99.96%, mientras que las especies mas abundantes fueron
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B. subtilis (63.37%), B. halotolerans (16.18%), B. velezensis (14.93%), B. safensis
(3.25%) y B. licheniformis (1.75%). Para CH10, el género de mayor abundancia es:
Bacillus con un porcentaje de abundancia relativa de 100%, mientras que las
especies mas abundantes son las siguientes: B. subtilis (75.25%), B. velezensis
(13.79%), B. halotolerans (9.17%) y B. safensis (1.34%). Con respecto a la muestra
CH11, Bacillus fue el género mas abundante con 100% de abundancia relativa,
entre las especies de mayor porcentaje abarcan: B. subtilis (63.04%), B. velezensis
(30.35%) y B. halotolerans (5.65%). En relacion a la muestra CH12, con 99.81% de
abundancia relativa Bacillus es el género mas abundante, a nivel especie, las mas
representativas son: B. subtilis (78.59%), B. velezensis (4.95%), B. safensis
(4.25%), B. licheniformis (4.22%) y B. halotolerans (3.26%).

En la muestra CH13, el género de mayor porcentaje de abundancia relativa fue
Bacillus (99.96%), mientras que las especies mas abundantes se en listan a
continuacion: B. halotolerans (67.91%), B. subtilis (16.75%), B. safensis (4.30%), B.
licheniformis (3.63%) y B. paralicheniformis (3.50%). En la muestra CH14, el género
mas abundante fue Bacillus con un porcentaje de abundancia relativa de 100%,
mientras que las especies mas abundantes fueron: B. velezensis (77.76%), B.
subtilis (12.32%), B. murimartini (5.65%) y B. cereus (3.81%). En la muestra CH15
los géneros mas abundantes fueron Enterobacter, Bacillus y Klebsiella con un
porcentaje de abundancia relativa de 89.15%, 3.77% y 3.07% respectivamente,
mientras que las especies mas abundantes fueron E. cloacae (67.40%), E.
hormaechei (21.74%), K. michiganensis (3.07%) y B. safensis (1.43%). Se
identificaron bacterias potencialmente fitopatégenas en un 93.33% de las muestras
secuenciadas del género Kosakonia, Erwinia y Enterobacter, fitopatdgenos

comunes en Capsicum spp.

Los géneros bacterianos detectados en muestras de chile molido se muestran en la
Figura 6. Las especies bacterianas detectadas con mayor frecuencia se encontraron
dentro de la familia Bacillaceae en casi todas las muestras de chile en polvo, estas
fueron; B. subtilis, B. velezensis, B. amyloliquefaciens. B. safensis, B. halotolerans.

B. mojavensis, B. spizizenii, B. inaquosorum, B. paralicheniformis, B. licheniformis,
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B. altitudinis, B. haynesii, B. sonorensis y algunos miembros del grupo B. cereus.
De acuerdo con las muestras de chile molido que presentaron secuencias acertadas
para la familia Enterobacteriaceae, las especies bacterianas estuvieron
representadas por E. hormaechei, E. cloacae, E. asburiae, E. roggenkampii, E.
bugandensis, E. cancerogenus, Pseudoscherichia vulneris, K. cowanii, Klebsiella
sp., Cronobacter sakazakii y C. dublinensis. Mientras que la familia Erwiniaceae

estuvo representada por Pantoea agglomerans.

El analisis de diversidad alfa (indice de diversidad de Shannon) se realizé para
analizar la distribucion de la diversidad de la comunidad bacteriana presente en
todas las muestras de chile en polvo, los resultados se trazaron de bajo a alto indice
de diversidad de Shannon (Figura 7A), donde se detall6 la muestra de CH14 (con
el indice mas bajo) y la muestra CH2 (con el indice mas alto). El analisis de
coordenadas principales (PCoA) basado en las diferencias de Bray-Curtis se realizo
para expresar las diferencias entre la comunidad bacteriana de las muestras de chile
en polvo (Figura 7B).
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diversidad alfa basadas en el indice de diversidad de Shannon y (B) Grafico PCoA
de la medida de diversidad beta con la disimilitud de Bray-Curtis.

En la figura 8, de acuerdo con la distribucion de bacterias patdogenas en muestras
de chile molido utilizando la plataforma CZ-ID, se observaron tres grupos principales
de muestras. El primer grupo, esta conformado por las muestras CH1, CH2, CH3,
CH4 y CH15, cuyas secuencias de lectura (rPM) mostraron aciertos con algunas
especies patogenas, tales como; B. licheniformis, B. cereus, S. enterica, E. cloacae,
K. pneumoniae, E. coli, C. freundii, K. aerogenes, K. oxitoca, S. marcescens, C.
turicensis, C. sakazakii, E. gallinarum, P. putida, A. baumannii y B. anthracis. El
segundo grupo, se form6 por CH5, CH6, CH7 y CHS8, el cual presento bacterias
patogenas, tales como; B. licheniformis, B. cereus, S. enterica, E. cloacae, K.
pneumoniae, C. freundii, K. aerogenes, K. oxitoca, S. marcescens, C. turicensis, C.
Ssakazakii, E. gallinarum, B. brevis, P. kudriavzeviiy B. anthracis. El tercer grupo se
conformé por CH9, CH10, CH11, CH12, CH13 y CH14, entre las bacterias

patogenas fueron principalmente B. licheniformis, B. cereus, S. enterica y B.
anthracis.
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Figura 8. Distribuciéon de bacterias patégenas en muestras de chile en polvo.
Se determind la composicion significativa de taxones bacterianos a partir de lecturas
unicas por millén (rPM) utilizando la plataforma CZ-ID.

5.4. Deteccion de genes de resistencia antibiética (ARG)

Con el objetivo de conocer el perfil del resistoma se realizé un analisis de
prevalencia de genes de resistencia a antibiéticos (ARG). En total, los perfiles de
resistoma del chile molido contienen 68 genes unicos, que confieren resistencia a
los antibidticos en 13 clases diferentes (Figura 9-10). Entre las principales clases de
resistencia distribuidas en casi todas las muestras se encuentran multifarmacos
(100%), tetraciclina (100%), beta-lactamasas (100%), aminoglucosidos (100%) y
fenicol (93,33%). Las muestras de chile molido con alta abundancia relativa de
clases de resistencia fueron; La muestra CH15 con 12 clases, donde
aminoglucoésido (33.14%), multifarmaco (21.10%), tetraciclina (13.45%) y acido
fosfonico (9.64%) mostraron una alta abundancia relativa, mientras que la muestra
CH2 con 8 clases, donde beta-lactamasas (34.91%), multifarmaco (29.26%),
glicopéptido (12.79%), fenicol (7.29%) y aminoglucésido (6.69%) mostraron una

abundancia relativa alta.

La muestra CH3, presentan también 8 clases de resistencia, donde multifarmacos
(45.47%), acido fosfonico (22.61%), beta-lactamasas (19.28%), mostraron una alta
abundancia relativa. La muestra CH6 presentd 8 clases de resistencia también,
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siendo fenicol (48.29%) y multifarmacos (44.40%) las mas abundantes. El resto de
las muestras de chile en polvo presentan entre 4 y 7 clases de resistencia, donde la
alta abundancia relativa de clases de resistencia se distribuyé dentro de las clases
de multidrogas, fenicol, beta-lactamasas, aminoglucdsidos y tetraciclina (Figura 9).
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Figura 9. Abundancia relativa de clases de resistencia a los antibioticos. En
total, 13 clases de resistencia estan indicadas mediante colores graficos en 15
muestras de chile molido.

La figura 10 muestra la distribucion de ARG entre muestras de chile molido. Entre
los ARG representados en la clase de resistencia al fenicol y asociado con géneros
de bacterias, como Bacillus y Escherichia, se encuentra cloranfenicol
acetiltranferasa (cat86, catA10, catBx), una enzima que cataliza la acetilacién
dependiente de acetil-CoA del cloranfenicol provocando su inactivacién. La clase de
resistencia a los aminoglucdsidos asociado con géneros de bacterias, como
Bacillus,  Streptococcus, Staphylococcus, Entero-coccus, Pseudomonas,
Escherichia, Klebsiella, Salmonella, Erwinia y Xanthomonas, esta representada por
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enzimas modificadoras de aminoglucosidos, tales como; aminoglucdsidos
nucleotidiltransferasas (aadA4-5, aadE-K, ant4-lb, ant6-la), aminoglucosidos N-
acetiltransferasas (aac3-1, aac3-Ib, aac3-lla), aminoglucosidos fosfotransferasas
(aph3"la, strA y strB).

El sistema de bomba de eflujo dependiente de energia para la resistencia de la clase
tetraciclina asociado con géneros de bacterias como Bacillus, Streptococcus,
Staphylococcus, Enterococcus, Salmonella, Citrobacter, Escherichia vy
Acinetobacter, esta representado por tetA, tetB, tetC, tetK, tetl y tetQ. La clase de
resistencia a los macrolidos asociado con géneros de bacterias como Acinetobacter,
Bacillus, Citrobacter, Cronobacter, Enterobacter, Enterococccus, Escherichia,
Klebsiella, Proteus, Pseudomonas, Streptococcus, Staphylococcus, Salmonella y
Serratia, esta representada por los genes determinantes de resistencia ermD vy
erm34, que codifican la rRNA metiltransferasa, que metila un residuo especifico en
el rRNA 23S, confiriendo resistencia a los macrélidos-lincosamida-estreptogramina
B. Ademas, se han identificado genes que codifican bombas de eflujo de macrdélidos
como; msrC y la inactivacion de macrolidos representados por el gen mphA que
codifica una macrolida 2'-fosfotransferasas y tirC, que codifica una subfamilia F de
ABC ATPasa.

La clase de acido de resistencia fosfonica esta representada por la enzima
fosfomicina tiol transferasa (FosA2) y asociado con el género Enterobacter.
También esta presente una bomba de eflujo de multiples farmacos codificada por
los genes ogxA y ogxB y asociado a géneros de bacterias como Citrobacter,
Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Salmonella y Shigella, que confieren
resistencia a multiples agentes, como olaquindox, mequindox, cloranfenicol,
florfenicol, trimetoprima, ciprofloxacino, enrofloxacino, norfloxacino, tigeciclina y
biocidas. La resistencia a los glicopéptidos, como la vancomicina, esta representada
por los grupos de genes van (vanC, vanR, vanS, vanT y vanXY) y asociado con
géneros de bacterias como Enterococcus y Klebsiella, que producen resistencia al

alterar el objetivo del peptidoglicano.
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La resistencia a los betalactamicos y distribuido en miembros de las familias
Enterobacteriaceae y Bacillaceae, esta ampliamente representada por genes que
codifican clases de betalactamasas, como; ctx-m-1, ctx-m-2, ctx-m-8, bla, blc, shv-
okp-len, mbl, ampC, ampH, act-mir, dha, adc lap, oxy, tem-1D, oxa-23, oxa-51y
oxa-237. Proteinas fijadoras de penicilina (PBP), como mrdA, cuyas alteraciones de
secuencia se han relacionado con resistencia a betalactamicos. La clase de
resistencia a las diaminopirimidinas, representada por dfrA7 y asociada con A.
baumannii, una enzima dihidrofolato reductasa fundamental para la sintesis de
purinas y timidilato. La clase de resistencia a la estreptogramina esta representada

por vgbA y asociado con S. aureus, una enzima liasa.

La cfrA detectada es una metiltransferasa de ARN ribosomal 23S asociado con
géneros de bacterias como Enterococcus, Klebsiella y Staphylococcus, confiere
resistencia a algunas clases de antibidticos, incluidas estreptograminas,
cloranfenicoles, florfenicoles, linezolidas y clindamicina. La clase de resistencia a
las fluoroquinolonas detectada asociado con miembros de Ila familia
Enterobacteriaceae como Escherichia y Klebsiella, esta representada por las
proteinas repetidas pentapeptidicas (qnrBy qnr-S) que reducen la susceptibilidad a
las quinolonas protegiendo el complejo de enzimas ADN-ADN girasa o ADN-
topoisomerasa IV. La clase de resistencia a las sulfonamidas se produce
principalmente mediante la adquisicibn de un gen alternativo que codifica la
dihidropteroato sintasa (DHPS) implicado en la biosintesis de nucledtidos y esta
representado por Sulll y asociado con el género Acinetobacter en nuestros
resultados.
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Figura 10. Heatmap de 15 muestras de chile molido de diferentes regiones
geograficas de México. Se representan los genes de resistencia antibidtica
detectados en las muestras.
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5.6. Aislamiento y capacidad infectiva de bacterias fitopatégenas en fruto

En base en el resultado de analisis taxondmico, se detectaron bacterias
fitopatogenas. Con el objetivo de aislar patégenos oportunistas, de acuerdo a la
tabla 2 se aislaron Enterobacterias, lo cual, consistio en sembrar en medio selectivo
MacConkey agar, de las cuales se resembraron de manera individual de acuerdo a
su morfologia 420 aislados.

El escrutinio de estos aislados se realizd evaluando en frutos de chile serrano,
inoculando 10uL de la cepa diluida en DP, observando si presentaban alguna
infeccion como clorosis, necrosis y podredumbre blanda, se monitore6é durante 5
dias. De este escrutinio se seleccionaron las colonias que presentaron algun tipo de
infeccion que fue un total de 25. El siguiente paso fue probar la habilidad infectiva
de estos nuevamente en chiles serranos y jitomates, ya que pertenecen a la misma
familia de Solanaceas, para conocer si presentaban capacidad infectiva en otros
frutos. Se evalud la presencia de alguna infeccion, durante 48 horas (Figura 11) y
finalmente, fueron elegidos un total de 4 aislados bacterianos que presentaron
mayor infectividad como es podredumbre blanda y necrosis en un tiempo menor;
los cuales fueron: SM2, Ch1-5, Ch1-39 y Ch9-16.
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Figura 11. Evaluacion de capacidad infectiva de aislados bacterianos en
jitomate y chile serrano. A) Aislados bacterianos en jitomate durante 48 h. B)
Aislados bacterianos en chile serrano durante 48 h.

5.7. Evaluacion de la capacidad infectiva de bacterias fitopatégenas en
plantas.

Se realizaron las pruebas de infeccion in vivo en plantas de chile poblano (Capsicum
annuum var. annuum 'Poblano'), con 2 meses de edad, en las cuales, se infectaron
10 hojas por planta, se marcé cada hoja inoculada con etiquetas para su monitoreo,
probando 25 aislados, un aislado por planta por duplicado con su control negativo,

de los cuales se monitorearon durante 15 dias, evaluando la presencia de
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podredumbre blanda, necrosis o cloriosis, en los cuales no se observé ningun

sintoma de infeccion (Figura 12).

P

CH9-16 Control

i

Figura 12. Evaluacion de la capacidad infectiva de bacterias fitopatégenas en
plantas. Plantas de chile poblano (Capsicum annuum var. annuum 'Poblano’)
inoculadas en las hojas en cada planta con una cepa diferente como se indica en la
imagen.
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5.8. Caracterizacion genémica de Pectobacterium aroidearum SM2

El genoma de la bacteria P. aroidearum SM2 fue enviado al Servicio de Analisis
Integral del Genoma de PATRIC. Segun el analisis completo del genoma de P.
aroidearum SM2, contiene 86 contigs con una longitud estimada de 5.037.920 pb y
un contenido promedio de guanina-citosina del 51,46%. La longitud denominada
N50, que se define como la longitud mas corta de la secuencia en el 50% del
genoma, es de 188.251 pb. Ademas, el genoma fue anotado con la ayuda de la
herramienta RAST (anotacién rapida usando tecnologia de subsistema) y mediante
la cual se le asign6é un numero identificador de genoma unico, 122277.299. Segun
los datos proporcionados por RASTtk, el genoma contiene 4, 925 secuencias
codificantes de proteinas (CDS), 69 genes de ARN de transferencia (ARNt) y 4
genes ribosomicos (ARNr). Adicionalmente, se encontr6 que el genoma de P.
aroidearum SMZ2 contiene genes especificos (Tabla 5), tales como; factores de
virulencia (Victors, VFDB), genes de resistencia a antibioticos (PATRIC, CARD,
NDARO), transportadores (TCDB), genes diana de farmacos (DrugBank) que fueron

identificados en diferentes bases de datos.

Tabla 4. Principales caracteristicas del genoma de P. aroidearum SM2.

Caracterisiticas Fuente = Cromosoma
Longitud del genoma PATRIC 5,037,920 bp
Numero de contigs PATRIC 86
Numero de proteinas caracterizadas PATRIC 3,806
Numero de proteinas putativas/hipotéticas PATRIC 1,119
Numero de genes de ARNr PATRIC 4
Numero de genes de ARNt PATRIC 69
Numero de proteinas con anotacion de ruta KEGG 789

54



G+C% PATRIC 51.46%

Tamafio contig N50 (pb) PATRIC 188,251 bp
Factores de virulencia Victors 81
Factores de virulencia VFDB 17
Factores de virulencia PATRIC_VF 49
Genes de transporte TCDB 182
Objetivo de antibidticos DrugBank 154
Objetivo de antibidticos TTD 31
Resistencia antibiotica PATRIC 42
Resistencia antibiotica CARD 19

Mediante la herramienta PATRIC se obtuvo una anotacién de las proteinas que
componen los subsistemas unicos para cada uno de los genomas de las cepas
identificadas. Estas proteinas estan especializadas en diversos procesos biologicos

a nivel molecular y celular (Figura 13).
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Figura 13. Mapa genémico circular e informacion de subsistemas para P.
aroidearum SM2. Desde el exterior hacia el centro estan los contigs del conjunto,
CDS en la cadena frontal, CDS en la cadena inversa, genes de ARN, CDS con
homologia con genes conocidos de resistencia a antibiéticos, CDS con homologia
con factores de virulencia, contenido de GC y sesgo de GC.

Para la distribucion de subsistemas por categoria de P. aroidearum SM2 se utilizd

la herramienta RAST con la cual se descubrié que el 45% de ellos contienen un total
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de 2269 genes (2269 son no hipotéticos y 0 hipotéticos) y esos no eran subsistemas
agrupados (55%), 2829 genes (1707 no hipotéticos y 1122 hipotéticos) (Figura 14).
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Metabolismo secundario
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Respiracion
Regulacién y seializacion celular.
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Motilidad y quimiotaxis
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Figura 14. Recuento de subsistemas por categoria. Anotacion de los diversos
procesos metabolicos primordiales de la cepa SM2 de P. aroidearum.

De acuerdo a el analisis del genoma de la cepa bacteriana P. aroidearum SM2, los
genes que predicen la resistencia a los antibidticos se agruparon en seis
mecanismos de accion diversos (Tabla 5). Algunos de los genes que se pueden
destacar: el gen dxr que proporciona resistencia al antibiético fosmidomicina,
también se ha encontrado en Escherichia coli, los genes folA y dfr, han sido
descritos en otras bacterias como E. coli y Klebsiella pneumoniae y se ha
demostrado que dan resistencia a trimetoprima, brodimoprim, tetroxoprim e iclaprim.
Por otro lado, se encontré que contiene dos genes que codifican las subunidades A
y B de las ADN girasas (gyrA, gyrB) cuyas mutaciones confieren resistencia a la
clase de antibidticos fluoroquinolonas y que han sido ampliamente estudiados.
Ademas, se identifico el gen kasA, que codifica el producto 3-oxoacil-[acil-proteina-
portadora] sintasa, KASII (EC 2.3.1.179), cuyo producto es responsable de la
biosintesis de acidos micdlicos. Y finalmente, los factores de elongacién Gy Tu, que
estan codificados por los genes ef-g y ef-tu, son importantes ya que participan en la
elongacion y el reciclaje dentro del ribosoma y catalizan la union del aminoacil tRNA
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al propio ribosoma. Sin embargo, el genotipo debe probarse con un fenotipo AMR.
En este sentido, como una primera aproximacion, el analisis fenotipo AMR mostré
resistencia a Eritromicina, mientras que mostréo sensibilidad a los siguientes
antibioticos; Ampicilina, Cefalotina, Cefotaxima, Ciprofloxacina, Clindamicina,
Dicloxacilina, Gentamicina, Penicilina, Tetraciclina, Sulfametoxazol/Trimetoprima,
Vancomicina, Amikacina, Carbenicilina, Cloranfenicol, Netilmicina y Nitrofurantoina.

Tabla 5. Genes de resistencia antibiotica de P. aroidearum SM2 clasificados
por su mecanismo AMR.

Mecanismos AMR Genes

Enzima de activacion de antibiéticos katG

. s . alr, ddl, dxr, EF-G, EF-Tu, folA, Dfr, folP,
gubslgg‘éﬁbgz antibioticos en especies o, "o B’ inhA, fabl, Iso-tRNA, kasA.

' murA, rho, rpoB, rpoC, S10p, S12p

AcrAB-TolC, AcrAD-TolC, AcrZ,
EmrAB-TolC, MacA, MacB, MdtABC-
TolC, TolC/OpmH

gidB

Bomba de eflujo que confiere
resistencia a los antibioticos

Gen que confiere resistencia por
ausencia

Proteina que altera la carga de la pared
celular y confiere resistencia a los GdpD, PgsA
antibioticos

Regulador que modula la expresion de

genes de resistencia a antibiticos. ACrAB-TolC, EmrAB-TolC, H-NS, OxyR

Se identificaron genes de virulencia usando Victors, PATRIC y VFDB, que son
bases de datos importantes para predecir la patogenicidad. En la base de datos
Victors detectamos un total de 81 genes de virulencia, en la base de datos PATRIC
obtuvimos un total de 49 genes de virulencia y en la base de datos VFDB
detectamos un total de 17 genes de virulencia. Ademas, buscamos los genes
relevantes que codifican enzimas degradantes de la pared celular de las plantas
(PCDEWSs), toxinas y sistemas de secrecion para P. aroidearum SM2 (Tabla 6). No
encontramos genes relacionados con toxinas, encontramos 12 genes que
codificaban PCDEWSs de los cuales el 100% son pectinasas. También, identificamos
139 genes involucrados en siete tipos de sistemas de secrecion: 22 genes en el tipo
| (T1SS), 22 en el tipo 1l (T2SS), 40 en el tipo Il (T3SS), 19 en el tipo IV (T4SS),
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ninguno en el tipo V (T5SS), 20 genes en el tipo VI (T6SS) sistemas de secrecion y
16 genes de motilidad de invasion.

Tabla 6. Genes de virulencia de P. aroidearum SM2 aislados en la plataforma
Bv-BRC.

Tipo Numero Gen
kgdM, exuT, uxaA, kdgF, ogl, pnl, exuR,
pemA, pelW, pehX, pehT, pelX

Pectinasas 12

PCDEWSs Celulasas 0

Proteinasas 0
lapE, tonB, hlyA, tolC, hlyC, hlyB, hlyD,
cyaB, cyaD, cyaE, haskE, lapC, prtE/aprE,
lapD, prtD/aprD, lapB, lapG, tdfF, tdfG,
tdfH, prtF/AprF, Inh/omp19
gspD, gspE, gspK, gspM, gspN, tadB,
gspC, gspl, tadZ/cpaE, cpaD, flp/tadC,
T2SS 22 RcepC/CpaB, gspF, gspJd, gsplL, gspB,
gspG, gspH, tadD, cpaF, rcpA/cpaC,
tadV/cpaA
yscN, mxiB, hroN, escN, hroT, yscR, hroR,
escR, hrpQ, IcrE, yopN, yop4b, yscd, hrcd,
escd, pscd, hrpW, yscQ, yscL, yscC, mixD,
hreC, invG, yscO, hrpB, hrpG, avrE1, hrcT,
epaR1, escT, yscS, hrpV, yscU, lcrD, hrcV,
escV, ssaV, yopN, icrE, hrpD
aroB, virB11, virD4, virB4, virB8, virB10,
T4SS 19 virB6, pilD, virB2, virB5, vir9, virB1, pilC,
pilB, ppdD, pilM, pilN, pilP, pilQ

T1SS 22

Sistema
de T3SS 40
secrecion

T5SS 0
paar, hcp, vgrG, tssl, rhaS, vasL, vasH,
T6SS 20 tssG, tssB, icmH, tssF, tssk, vasl, tssH,
tssJ, tssA, tssK, tssM, tagH, tssC
Motilidad de fliN, fliA, cheR, fliM, flhD, figC, figG, fliP,
invasion fliG, fliS, flgH, fIhC, cheW, cheY, flgB, fliQ

En base al arbol filogenético (Figura 15) la bacteria patégena analizada coincide con
P. aroidearum strain KC20 la cual fue extraida de la hortaliza de col china (Brassica
rapa subsp. pekinensis), cabe mencionar que, de las 30 muestras consideradas en
las pudriciones de estas especies, 29 aislados fueron del patdgeno comun de la col
china P. carotovorum, de manera similar, segun el arbol obtenido, la muestra de P.

aroidearum L6 se aisl6 de la pudricion blanda de muestras de S. podophyllum en un
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vivero de plantas en el campus de Haidian de la Universidad de Hainan, Haikou.
Provincia de Hainan, China. De manera similar, se aisl6 Pectobacterium aroidearum
strain MY 11 de un tubérculo (Amorphophallus konjac) de la provincia de Sichuan,
China, por lo que hasta el momento no se ha reportado el patdégeno en chile

(Capsicum annuum L.).

Pectobacterium polaris strain F109
Node Fill 100

isolation_country 5 Pectobacterium polaris A447-521-117
Brazil
Chile ¢ Pectobacterium carotovorum strain s0416
China 100
Denmark # Pectobacterium brasiliense strain 1692
Finland 100 8
France 100 Pectobacterium brasiliense strain Al
Mexico
Romania Pectobacterium carotovorum F164
Russia s
New Zealand i Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum ICMP 5702

100
& Pectobacterium aroidearum strain L6
Node Shape * 100

collection_year @ Pectobacterium aroidearum strain KC20

1979 190

2004 6 § Pectobacterium aroidearum strain MY11
A\ 2011

2014 3 @ Pectobacterium aroidearum SM2
2015

2016 W Serratia ureilytica strain DW2

2017 50
) 2019 ! A\ Serratia ureilytica strain Lr5/4
< 2024 100

& Serratia marcenscens SOLR4
w Serratia marcenscens 12TM
Figura 15. Analisis filogenético de de P. aroidearum SM2. El analisis filogenético
se realizé en BV-BRC. Se incluyeron las siguientes cepas: P. polaris strain F109, P.
polaris A447-S21-J17, P. carotovorum strain s0416, P. brasiliense strain 1692, P.
brasiliense strain A1, P. carotovorum F164, P. carotovorum subsp. carotovorum
ICMP 5702, P. aroidearum strain L6, P. aroidearum strain KC20, P. aroidearum
strain MY11 y como grupo externo S. ureilytica DW2, S. ureilytica strain Lr5/4, S.
marcenscens SOLR4 y S. marcenscens 12TM. La forma del nodo representa el aio
de recoleccién. El nodo se llena y ella representa el pais del que se obtuvieron los
aislados, incluidos México, Brasil, Chile, China, Dinamarca, Finlandia, Francia,

Rumania, Rusia y Nueva Zelanda.

5.9. Caracterizacién genémica de Klebsiella pneumoniae Ch1-39
El genoma de la bacteria K. peumoniae Ch1-39 fue enviado al Servicio de Analisis

Integral del Genoma de PATRIC. Segun el analisis completo del genoma de K.
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pneumoniae Ch1-39, contiene 72 contigs con una longitud estimada de 5, 410, 125
pb y un contenido promedio de guanina-citosina del 57.22%. La longitud
denominada N50, que se define como la longitud mas corta de la secuencia en el
50% del genoma, es de 347,819 pb. Ademas, el genoma fue anotado con la ayuda
de la herramienta RAST (anotacion rapida usando tecnologia de subsistema) y
mediante la cual se le asigné un numero identificador de genoma unico, 573.64458.
Segun los datos proporcionados por RASTtk, el genoma contiene 4, 857 secuencias
codificantes de proteinas (CDS), 6 genes de ARN de transferencia (ARNt) y 76
genes ribosomicos (ARNr). Adicionalmente, se encontr6 que el genoma de K.
pneumoniae contiene genes especificos (Tabla 7), tales como; factores de
virulencia (Victors, VFDB), genes de resistencia a antibioticos (PATRIC, CARD,
NDARO), transportadores (TCDB), genes diana de farmacos (DrugBank) que fueron
identificados en diferentes bases de datos.

Tabla 7. Principales caracteristicas del genoma de K. pneumoniae Ch1-39.

Caracterisiticas Fuente Cromosoma
Longitud del genoma PATRIC 5,410,125 bp
Numero de contigs PATRIC 72
Numero de proteinas caracterizadas PATRIC 5,361
Numero de proteinas putativas/hipotéticas  PATRIC 727
Numero de genes de ARNr PATRIC 6
Numero de genes de ARNt PATRIC 76
Numero de proteinas con anotacion de ruta KEGG 1,039
G+C% PATRIC 57.22%
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Tamafio contig N50 (pb) PATRIC 347,819 bp

Factores de virulencia Victors 146
Factores de virulencia VFDB 20
Genes de transporte TCDB 585
Objetivo de antibidticos DrugBank 311
Resistencia antibittica PATRIC 60
Resistencia antibittica CARD 58
Resistencia antibiotica NDARO 4

Ademas, se describe la distribucion de los subsistemas que representan los
principales procesos bioldgicos y metabdlicos a nivel interno de la bacteria (Figura
16).
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Figura 16. Mapa genémico circular e informacién de subsistemas para K.
pneumoniae Ch1-39. Desde el exterior hacia el centro estan los contigs del
conjunto, CDS en la cadena frontal, CDS en la cadena inversa, genes de ARN, CDS
con homologia con genes conocidos de resistencia a antibidticos, CDS con
homologia con factores de virulencia, contenido de GC y sesgo de GC.

Para la distribucion de subsistemas por categoria de K. pneumoniae Ch1-39 se
utilizé la herramienta RAST con la cual se descubrid que el 42% de ellos contienen
un total de 2057 genes (2054 son no hipotéticos y 3 hipotéticos) y esos no eran
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subsistemas agrupados (58%), 2881 genes (1515 no hipotéticos y 1366 hipotéticos)
(Figura 17).
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Figura 17. Recuento de subsistemas por categoria. Anotacion de los diversos
procesos metabdlicos primordiales de la cepa K. pneumoniae Ch1-39.

De acuerdo al analisis del genoma de la cepa bacteriana K. pneumoniae Ch1-39,
los 49 genes unicos que predicen la resistencia a los antibioticos se agruparon en
diez mecanismos de accion diversos (Tabla 8). Algunos de los genes que se pueden
destacar: son los genes de la familia SHV que confieren resistencia a 3-Lactamasas
como carbapenem, penam, cefalosporina que se han identificado en Klebsiella
pneumoniae, la resistencia a la clase de antibidtico aminocumarinico esta
representado por los genes gyrB y mdtABC-TolC el cual se ha reportado en E. coli
y Salmonella. La clase de resistencia a los aminoglucosidos asociado con géneros
de bacterias, como Bacillus, Streptococcus, Staphylococcus, Enterococcus,
Pseudomonas, Escherichia, Klebsiella, Salmonella, Erwinia y Xanthomonas, esta
representada por los genes acrAD-TolC y gidB. Las clases de cefamicina,

cefalosporina estan representados por el gen acrEF-TolC y esta asociado a E. coli.
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La clase de resistencia diaminopirimidina esta asociada a las especies Aeromonas
cavia, Aeromonas veronii, Enterobacter hormaechei, Escherichia coli, Klebsiella
michiganensis, Klebsiella pneumoniae, esta representado por los genes folA y dfr.
La clase de fluoroquinolona esta asociada a los géneros de bacterias de Citrobacter,
Enterobacter, Klebsiella, Salmonella y Serratia, representado por los genes gyrA,
emrAB-TolC y emrAB-TolC. La clase de macroélido asociado a la bacteria Neisseria
gonorrhoeae, representado por los genes macA, macB y h-NS. La clase de
antibiotico peptidico representado por los genes bcrC, gdpDn y pgsA esta asociada
a las especies de bacterias de Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis y
Staphylococcus aureus. La clase de resistencia a la tetracicilina asociada a los
géneros de bacterias como Citrobacter, Cronobacter, Enterobacter, Escherichia,
Klebsiella, Kosakonia, Leclercia, Raoultella, Salmonella, Serratia, Shigella, estan
representados por los genes marR, marA 'y acrAB-TolC. Sin embargo, el genotipo
debe probarse con un fenotipo AMR. En este sentido, como una primera
aproximacion, el analisis fenotipo AMR mostré resistencia a Ampicilina,
Clindamicina, Dicloxacilina, Eritromicina, Penicilina, Vancomicina, Carbenicilina,
mientras que mostro sensibilidad a Cefalotina, Cefotaxima, Ciprofloxacino,
Gentamicina, Tetraciclina, Sulfametoxazol/Trimetoprim, Amikacina, Cloranfenicol,
Netilmicina, Nitrofurantonia y Norfloxacino.

Tabla 8. Genes de resistencia antibiotica de K. pneumoniae Ch1-39
clasificados por su mecanismo AMR.

Mecanismos AMR Genes
Enzima de activacién de antibioticos katG
Enzima de inactivacion de antibidticos  shv family
Grupo de genes de resistencia a los
antibidticos, casete u operon

marA, marB, marR

. . . alr, ddl, dxr, ef-G, ef-Tu, folA, dfr, folP,
Objetivo e antibloticos en esPecies gyra, gyrs, inhA, fabl, iso-tRNA, kasA,
P murA, rho, rpoB, rpoC, s10p, s12p

Proteina de proteccion del objetivo berC
antibiotico
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Bomba de eflujo que confiere

resistencia a los antibidticos

Gen que confiere
ausencia

Proteina que altera la carga de la pared
celular y confiere resistencia a los
antibioticos

Proteina que modula la permeabilidad
al antibiotico

Regulador que modula la expresion de
genes de resistencia a antibidticos.

resistencia por

acrAB-TolC, acrAD-TolC, acrEF-TolC,
acrZ, emrAB-TolC, emrD, macA, macB,
mdfA/Cmr, mdtABC-TolC, mdtL, mdtM,
sugE, tolC/OpmH

gidB

gdpD, pgsA

occD6/0OprQ, oprB

acrAB-TolC, emrAB-TolC, h-NS, oxyR

De acuerdo a la base de datos de referencia para factores de virulencia bacteriana

(VDFB), los genes relacionados con la virulencia se clasifican principalmente como

factores de adherencia, invasion y virulencia (Tabla 9).

Tabla 9. Genes relacionados con la virulencia en K. pneumoniae Ch1-39

predichos por VFDB.

Producto Mecanismo de
Gen - .
accion
fimC Proteina acompafnante FimC Acllhere.n,ma,
nvasion
ykgK/ecpR Regulador transcripcional EcpR Adherencia
fimE Proteina reguladora de fimbrias tipo 1 FimE
yagY/ecpB Subunidad auxiliar fimbrial CFA/I
Proteina usher de la subunidad C fimbrial
yagX/ecpC CEA/I
entS Exportador de enterobactina EntS
KkdsA 2-ceto-3-desoxi-D-mano-octulosonato-8-
fosfato sintasa (EC 2.5.1.55)
Proteina FimH (regula la longitud y la
fimH adhesion de las fimbrias tipo 1 y media la
unidén de manosa) \ljiigrg;g:
yagW/ecpD Adhesina fimbrial menor CFA/I
yagV/ecpE chaperona fimbrial CFA/I
fepG Proteina permeasa del sistema de transporte
de enterobactina férrica FepG (TC 3.A.1.14.2)
fepD Proteina permeasa del sistema de transporte
de enterobactina férrica FepD (TC 3.A.1.14.2)
fimB Proteina reguladora de fimbrias tipo 1 FimB
fepC Proteina de union a ATP de transporte de

enterobactina férrica FepC (TC 3.A.1.14.2)
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fopB Proteina periplasmica de unién a
enterobactina férrica FepB (TC 3.A.1.14.2)
fimA Proteina fimbrial tipo 1, cadena A
yagZ/ecpA Subunidad fimbrial mayor CFA/I
2,3-dihidroxibenzoato-AMP ligasa (EC
2.7.7.58) [enterobactina] sideroforo @ 2,3-
dihidroxibenzoato-AMP ligasa (EC 2.7.7.58)
de biosintesis de sideréforo
Isocorismatasa (EC 3.3.2.1) [enterobactina]
entB sideréforo/dominio portador apo-arilo de EntB
@ Isocorismatasa (EC 3.3.2.1) de la
biosintesis de sideroforo
2,3-dihidro-2,3-dihidroxibenzoato
deshidrogenasa (EC 1.3.1.28) [enterobactina]
entA sideroforo @ 2,3-dihidro-2,3-dihidroxibenzoato
deshidrogenasa (EC 1.3.1.28) de biosintesis
de sideroforo

entE

El analisis filogenético se realizé en BV-BRC. Se incluyeron las siguientes cepas: K.
pneumoniae MJH599, K. pneumoniae KPHDC1, K. pneumoniae |IR5017, K.
pneumoniae strain ES, K. pneumoniae strain 5422, K. pneumoniae 9459, K.
pneumoniae strain CCI2, K. pneumoniae LR53-19KP, K. pneumoniae 61575_sr, K.
pneumoniae KP24, K. pneumoniae strain ST15-OXA48, K. pneumoniae UPMP
1783, K. pneumoniae DS-1, K. pneumoniae strain CVUAS 5452.2, K. pneumoniae
14652, K. pneumoniae 14660, K. pneumoniae strain 06 (Figura 18). Las cepas mas
cercanas a la cepa Ch1-39 tienen origenes ambientales, LR53-19KP es aislada del
rio Lerma en México(Tapia-Arreola et al., 2022), la cepa CCI2 fue aislada de del
suelo foliar, que se recolect6 en Japon(Akita et al., 2021).
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Figura 18. Analisis filogenético de de K. pneumoniae Ch1-39. El analisis
filogenético se realiz6 en BV-BRC. Se incluyeron las siguientes cepas: K.
pneumoniae MJH599, K. pneumoniae KPHDC1, K. pneumoniae |IR5017, K.
pneumoniae strain ES, K. pneumoniae strain 5422, K. pneumoniae 9459, K.
pneumoniae strain CCI2, K. pneumoniae LR53-19KP, K. pneumoniae 61575_sr, K.
pneumoniae KP24, K. pneumoniae strain ST15-OXA48, K. pneumoniae UPMP
1783, K. pneumoniae DS-1, K. pneumoniae strain CVUAS 5452.2, K. pneumoniae
14652, K. pneumoniae 14660, K. pneumoniae strain 06. La forma del nodo
representa el afo de recoleccién. El nodo se llena y ella representa el pais del que
se obtuvieron los aislados, incluidos Brasil, China, Alemania, Japon, México,
Portugal, Sudafrica, Espafa, Tunisia y Estados Unidos de America.

5.10. Caracterizacién genémica de Pseudomonas psychrotolerans Ch9-16

El genoma de la bacteria P. psychrotolerans Ch9-16 fue enviado al Servicio de
Analisis Integral del Genoma de PATRIC. Segun el analisis completo del genoma
de P. psychrotolerans Ch9-16, contiene 18 contigs con una longitud estimada de
5,292,684 bp y un contenido promedio de guanina-citosina del 65.19%. La longitud
denominada N50, que se define como la longitud mas corta de la secuencia en el
50% del genoma, es de 516.804 pb. Ademas, el genoma fue anotado con la ayuda
de la herramienta RAST (anotacion rapida usando tecnologia de subsistema) y
mediante la cual se le asigné un numero identificador de genoma unico, 237610.49.
Segun los datos proporcionados por RASTtk, el genoma contiene 4,854 secuencias
codificantes de proteinas (CDS), 59 genes de ARN de transferencia (ARNt) y 3
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genes ribosomicos (ARNr). Adicionalmente, se encontr6 que el genoma de P.

psychrotolerans contiene genes especificos (Tabla 10), tales como; factores de

virulencia (Victors, VFDB), genes de resistencia a antibioticos (PATRIC, CARD,

NDARO), transportadores (TCDB), genes diana de farmacos (DrugBank) que fueron

identificados en diferentes bases de datos.

Tabla 10. Principales caracteristicas del genoma de P. psychrotolerans Ch9-

16.

Caracterisiticas Fuente Cromosoma
Longitud del genoma PATRIC 5,292,684 bp
Numero de contigs PATRIC 18
Numero de proteinas caracterizadas PATRIC 3,695
Numero de proteinas putativas/hipotéticas PATRIC 1,159
Numero de genes de ARNr PATRIC 3
Numero de genes de ARNt PATRIC 59
Numero de proteinas con anotacion de ruta KEGG 878
G+C% PATRIC 65.19%
Tamafio contig N50 (pb) PATRIC 516,804
Factores de virulencia Victors 17
Factores de virulencia VFDB 20
Factores de virulencia PATRIC_VF 1
Genes de transporte TCDB 30
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Objetivo de antibidticos DrugBank 15

Objetivo de antibidticos TTD 4
Resistencia antibidtica PATRIC 50
Resistencia antibidtica CARD 4

Ademas, se describe la distribucion de los subsistemas que representan los
principales procesos bioldgicos y metabdlicos a nivel interno de la bacteria (Figura
19).
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Figura 19. Mapa genémico circular e informacién de subsistemas para P.
psychhrotolerans Ch9-16. Desde el exterior hacia el centro estan los contigs del
conjunto, CDS en la cadena frontal, CDS en la cadena inversa, genes de ARN, CDS
con homologia con genes conocidos de resistencia a antibidticos, CDS con
homologia con factores de virulencia, contenido de GC y sesgo de GC.

Para la distribucion de subsistemas por categoria de P. psychrotolerans Ch9-16 se
utilizé la herramienta RAST con la cual se descubrid que el 42% de ellos contienen

un total de 2062 genes (2059 son no hipotéticos y 3 hipotéticos) y esos no eran
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subsistemas agrupados 58%, 2881 genes (1697 no hipotéticos y 1157 hipotéticos)
(Figura 20).
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Figura 20. Recuento de subsistemas por categoria. Anotacion de los diversos
procesos metabdlicos primordiales de la cepa P. psychrotolerans Ch9-16.

Se detectaron 41 genes de unicos de resistencia antibidtica, los cuales confieren
ocho mecanismos AMR (Tabla 11), los cuales son ezimas de activacion de
antibioticos representado por el gen katG, enzima de inactivacion de antibiéticos por
los genes de la familia PDC, objetivo de antibidticos en especies susceptibles
representado por los genes alr, ddl, dxr, ef-G, ef-Tu, folA, dfr, folP, gyrA, gyrB, inhA,
fabl, iso-tRNA, kasA, murA, rho, rpoB, rpoC, s10p y s12p, bomba de eflujo que
confiere resistencia a los antibidticos representado por los genes emrAB-OMF,
emrAB-TolC, mdtABC-OMF, mdtABC-TolC, mexAB-OprM, mexEF-OprN, mexEF-
oprN system'y triABC-OpmH, gen que confiere resistencia por ausencia el cual esta
representado por el gen gidB, proteina que altera la carga de la pared celular y
confiere resistencia a los antibidticos representado por los genes gdpD y pgsA,
proteina que modula la permeabilidad al antibidtico representado por los genes
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occD1/0OprD, oceD3/OpdP, occD7/0OpdB, occK11/0OpdR, oprB, oprD family 'y oprF'y
regulador que modula la expresion de genes de resistencia a antibidticos
representado por el gen oxyR.

Tabla 11. Genes de resistencia antibiética de P. psychrotolerans Ch9-16
clasificados por su mecanismo AMR.

Mecanismo AMR Gen

Enzima de activacién de antibioticos katG

Enzima de inactivacion de antibidticos  PDC family

Objetivo de antibidticos en especies alr, ddl, dxr, ef-G, ef-Tu, folA, dfr, folP,

susceptibles gyrA, gyrB, inhA, fabl, iso-tRNA, kasA,
murA, rho, rpoB, rpoC, s10p, s12p

emrAB-OMF, emrAB-TolC, mdtABC-
omf, mdtABC-TolC, mexAB-OprM,
mexEF-OprN, mexEF-OprN system,
triABC-opmH

Bomba de eflujo que confiere
resistencia a los antibioticos

Gen que confiere resistencia por gidB
ausencia

Proteina que altera la carga de la pared gdpD, pgsA
celular y confiere resistencia a los

antibidticos
Proteina que modula la permeabilidad occD1/OprD, occD3/0OpdP,
al antibidtico. occD7/0OpdB, occK11/OpdR, oprB,

oprD family, oprF
Regulador que modula la expresién de oxyR
genes de resistencia a antibidticos.

De acuerdo, la base de datos de referencia para factores de virulencia bacteriana
(VDFB), los genes relacionados con la virulencia se clasifican principalmente como
factores de adherencia, endotoxinas, motilidad, motilidad espasmaddica,

antifagocitosis, resistencia sérica. (Tabla 12).

Tabla 12. Genes relacionados con la virulencia en P. psychrotolerans Ch9-16
predichos por VFDB.

Gen Producto Clasificacion
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waaG

waaF

flil
fliG
flhA
fliM

flgG

fliP
fliN
fleN
motA
pilH
pil T
pilG

pilU
pilM
algB
algu

algR

algC

UDP-glucosa:(heptosil)LPS alfa1,3-
glucosiltransferasa WaaG
ADP-heptosa--lipooligosacarido
heptosiltransferasa Il
ATP sintasa Flil especifica de flagelo
Proteina de interruptor motor flagelar FIiG
Proteina de biosintesis flagelar FIhA
Proteina de interruptor motor flagelar FliM
Proteina de bastones del cuerpo basal flagelar
FlgG
Proteina de biosintesis flagelar FlipP
Proteina de interruptor motor flagelar FIiN
Regulador de sintesis flagelar FleN
Proteina de rotacion del motor flagelar MotA
Proteina de motilidad espasmddica PilH
Proteina de motilidad espasmdédica PilT
proteina de motilidad espasmddica PilG
Conjunto de pilus tipo IV Componente ATPasa
PilU
Proteina de biogénesis del pilus tipo IV PilM
Regulador de respuesta del sistema de dos
componentes de biosintesis de alginato AlgB
Factor sigma de ARN polimerasa RpoE
Regulador de respuesta del sistema de dos
componentes de biosintesis de alginato AlgR
Fosfoglucomutasa (EC 5.4.2.2) @
Fosfomanomutasa (EC 5.4.2.8)

Adherencia,
Endotoxina

Adherencia, Motilidad

Adherencia, Motilidad

espasmadica.

Antifagocitosis,

Resistencia sérica

Analisis filogenético de P. psychrotolerans Ch9-16. El analisis filogenético se realizo

en BV-BRC. Se incluyeron las siguientes cepas: P. oryzhabitans strain RIT370, P.

oryzhabitans strain ChiGjej1B1-13418, P. pshychrotolerans strain 97C1, P.

74



psychrotolernas strain 1026, P. oryzhabitans RIT-PI-U, P. psychrotolerans YY7, P.
psychrotolerans 1545, P. psychrotolerans SORGH_AS201, P. stutzeri IOP_25, P.
toyotomiensis strain SM2, P. toyotomiensis strain 718, P. chengduensis BC1815, P.
chengduensis WD211 y como grupo externo S. frequens L27 y S. stutzeri SB-1
(Figura 21). La cepa mas cercana a la cepa Ch9-16 es la cepa YY7 aislada de una
planta (Tian et al., 2023) y se reporta como una bacteria promotora de crecimiento
vegetal (PGPMs).
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Figura 21. Analisis filogenético de P. psychrotolerans Ch9-16. El analisis
filogenético se realiz6 en BV-BRC. Se incluyeron las siguientes cepas: P.
oryzhabitans strain RIT370, P. oryzhabitans strain ChiGjej1B1-13418, P.
pshychrotolerans strain 97C1, P. psychrotolernas strain 10A6, P. oryzhabitans RIT-
PI-U, P. psychrotolerans YY7, P. psychrotolerans 1545, P. psychrotolerans
SORGH_AS201, P. stutzeri IOP_25, P. toyotomiensis strain SM2, P. toyotomiensis
strain 718, P. chengduensis BC1815, P. chengduensis WD211 y como grupo
externo S. frequens L27 y S. stutzeri SB-1. La forma del nodo representa el afio de
recoleccion. El nodo se llena y ella representa el pais del que se obtuvieron los
aislados, incluyen; China, Francia, Estados Unidos de America y Emiratos Arabes
Unidos.

5.11. Caracterizaciéon genémica de Mixta gaviniae Ch1-5
El genoma de la bacteria M. gaviniae Ch1-5 fue enviado al Servicio de Analisis
Integral del Genoma de PATRIC. Segun el analisis completo del genoma de M.
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gaviniae Ch1-5, contiene 26 contigs con una longitud estimada de 4,464,310 pb y
un contenido promedio de guanina-citosina del 58.13%. La longitud denominada
N50, que se define como la longitud mas corta de la secuencia en el 50% del
genoma, es de 484,279 pb. Ademas, el genoma fue anotado con la ayuda de la
herramienta RAST (anotacién rapida usando tecnologia de subsistema) y mediante
la cual se le asigné un numero identificador de genoma unico, 665914.8. Segun los
datos proporcionados por RASTtk, el genoma contiene 4,332 secuencias
codificantes de proteinas (CDS), 7 genes de ARN de transferencia (ARNt) y 4 genes
ribosomicos (ARNr). Adicionalmente, se encontré que el genoma de M. gaviniae
contiene genes especificos (Tabla 13), tales como; factores de virulencia (Victors,
VFDB), genes de resistencia a antibioticos (PATRIC, CARD, NDARO),
transportadores (TCDB), genes diana de farmacos (DrugBank) que fueron

identificados en diferentes bases de datos.

Tabla 13. Principales caracteristicas del genoma de M. gaviniae Ch1-5.

Caracterisiticas Fuente Cromosoma
Longitud del genoma PATRIC 4,464,310 bp
Numero de contigs PATRIC 26
Numero de proteinas caracterizadas PATRIC 4,332
Numero de proteinas putativas/hipotéticas PATRIC 1,008
Numero de genes de ARNr PATRIC 4
Numero de genes de ARNt PATRIC 7
Numero de proteinas con anotacion de ruta KEGG 798
G+C% PATRIC 58.13%
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Tamafio contig N50 (pb) PATRIC 484,279bp

Factores de virulencia Victors 89
Factores de virulencia VFDB 16
Factores de virulencia PATRIC_VF 60
Genes de transporte TCDB 232
Objetivo de antibidticos DrugBank 170
Objetivo de antibidticos TTD 40
Resistencia antibittica PATRIC 45
Resistencia antibiotica CARD 27

Ademas, se describe la distribucion de los subsistemas que representan los

principales procesos bioldgicos y metabdlicos a nivel interno de la bacteria (Figura
22).
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Figura 22. Mapa gendédmico circular e informacion de subsistemas para M.
gaviniae Ch1-5. Desde el exterior hacia el centro estan los contigs del conjunto,
CDS en la cadena frontal, CDS en la cadena inversa, genes de ARN, CDS con
homologia con genes conocidos de resistencia a antibiéticos, CDS con homologia
con factores de virulencia, contenido de GC y sesgo de GC.

Para la distribucion de subsistemas por categoria de M. gaviniae Ch1-5 se utiliz6 la
herramienta RAST con la cual se descubrié que el 48% de ellos contienen un total
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de 2104 genes (2104 son no hipotéticos y 0 hipotéticos) y esos no eran subsistemas
agrupados (52%), 2303 genes (1294 no hipotéticos y 1099 hipotéticos) (Figura 23).
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Figura 23. Recuento de subsistemas por categoria. Anotacion de los diversos
procesos metabdlicos primordiales de la cepa M. gaviniae Ch1-5.

Se detectaron 37 genes de unicos de resistencia antibidtica, los cuales confieren
seis mecanismos AMR (Tabla 14), de los cuales el mecanismo de Obijetivo
antibiotico en especies susceptibles esta representado por los genes alr, ddl, ef-G,
ef-Tu, folA, dfr, folP, gyrA, gyrB, inhA, fabl, iso-tRNA, kasA, murA, rho, rpoB, rpoC,
s10p y s12p. El mecanismo de proteina de proteccion del objetivo antibidtico esta
representado por el gen bcrC. El mecanismo de bomba de eflujo que confiere
resistencia a los antibidticos esta representado por los genes acrAB-tolC, acrAD-
tolC, acrZ, emrAB-tolC, macA, macB, mdfA/cmr, mdtABC-tolC y tolC/opmH. El
mecanismo de Gen que confiere resistencia por ausencia esta representado por el

gen gidB. El mecanismo de proteina que altera la carga de la pared celular y confiere
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resistencia a los antibidticos esta representado por los genes gdpD y pgsA. El
mecanismo de regulador que modula la expresion de genes de resistencia a
antibioticos esta representado por los genes acrAB-tolC, emrAB-tolC, H-NS 'y oxyR.

Tabla 14. Genes de resistencia antibiotica de M. gaviniae Ch1-5 clasificados
por su mecanismo AMR.

Mecanismo AMR Gen

Objetivo antibidtico en especies susceptibles alr. ddl, dxr. ef-G, ef-Tu, folA,

dfr, folP, gyrA, gyrB, inhA, fabl,
iso-tRNA, kasA, murA, rho,
rpoB, rpoC, s10p, s12p

Proteina de proteccion del objetivo antibiético  berC
Bomba de eflujo que confiere resistencia a los acrAB-tolC, acrAD-tolC, acrZ,

antibioticos emrAB-tolC, macA, macB,
mdfA/cmr, mdtABC-tolC,
tolC/opmH

Gen que confiere resistencia por ausencia gidB

Proteina que altera la carga de la pared celular gdpD, pgsA
y confiere resistencia a los antibioticos
Regulador que modula la expresion de genes acrAB-tolC, emrAB-tolC, h-NS,

de resistencia a antibioticos. OXyR

De acuerdo, la base de datos de referencia para factores de virulencia bacteriana
(VDFB), los genes relacionados con la virulencia se clasifican principalmente como
factores de adherencia, motilidad, endotoxinas, quimiotaxis, regulacion y sistemas
de deteccion de quérum (Tabla 15).

Tabla 15. Genes relacionados con la virulencia en M. gaviniae Ch1-5
identificados por VFDB.

Gen Producto Clasificacién
motA Proteina de rotaclz\l/loor][:el motor flagelar Adherencia, Motilidad

gtrB Bactoprenol glucosil transferasa Endotoxina
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Regulador de quimiotaxis: transmite
cheY sefales de quimiorreceptores a los
componentes del motor flagelar CheY
Regulador de la respuesta a la quimiotaxis
cheB proteina-glutamato metilesterasa CheB (EC
3.1.1.61)

Regulador positivo de la actividad de la
proteina CheA (CheW)
2-ceto-3-desoxi-D-mano-octulosonato-8-
fosfato sintasa (EC 2.5.1.55)
S-ribosilhomocisteina liasa (EC 4.4.1.21) @
luxS Proteina de produccién de autoinductor-2

Motilidad, Quimiotaxis
cheW

kdsA Regulacion

Regulacion, sistema de

LuxS deteccion de quérum
fliM Proteina de interruptor motor flagelar FIiM
flnD Activador transcripcional flagelar FIhD
fii Factor sigma de ARN polimerasa para el
iA . , .
operon flagelar Sistema de secrecion,
fliG Proteina de interruptor motor flagelar FliG invasion, motilidad.
flic Flagelina FIiC
fliP Proteina de biosintesis flagelar FlipP
flnC Activador transcripcional flagelar FIhC

Analisis filogenético de M. gaviniae Ch1-5. El analisis filogenético se realiz6 en BV-
BRC. Se incluyeron las siguientes cepas: M. calida CTOTU47345, M. calida
CTOTU50665, M. calida N5 _2018_008G1_dasN5_2028 008G1_concoct_18, M.
calida N5 2018 015G1_dasN5 281 015G1_abawaca.4, P. gaviniae strain LMG
25382, P. gaviniae strain DSM22758, E. bacterium tyr_p5L, E. bacterium BAC15a-
03b BAC15a-03bT, P. personii CTOTU50484, P. personii CTOTU50495, Pantoea
sp. MAG-1F-S5P, Pantoea sp. Mb-10, Pantoea sp. DY-5, D. gerundensis
CTOTU46774 (Figura 24). M. gaviniae Ch1-5 mostr6 similitud a Pantoea gaviniae
LMG 25382T y Pantoea gaviniae DSM 22758 las cuales fueron aisladas de una

81



formula infantii en Suiza (Popp et al, 2010), (Stevens et al., 2018).
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Figura 24. Analisis filogenético de de M. gaviniae Ch1-5. El analisis filogenético
se realizé en BV-BRC. Se incluyeron las siguientes cepas: M. calida CTOTU47345,
M. calida CTOTU50665, M. calida
N5 2018_008G1_dasN5_ 2028 008G1_concoct_18, M. calida
N5 2018_015G1_dasN5 281 _015G1_abawaca.4, P. gaviniae strain LMG 25382,
P. gaviniae strain DSM22758, E. bacterium tyr_p5L, E. bacterium BAC15a-03b
BAC15a-03bT, P. personii CTOTU50484, P. personii CTOTU50495, Pantoea sp.
MAG-1F-S5P, Pantoea sp. Mb-10, Pantoea sp. DY-5 y como grupo externo D.
gerundensis CTOTU46774. La forma del nodo representa el afio de recoleccion. El
nodo se llena y ella representa el pais del que se obtuvieron los aislados, incluidos
China, Republica Checa, Suiza, EUA y Reino Unido.
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Discusion

Los resultados de este estudio muestran que, con base en el analisis de la densidad
bacteriana, el chile molido obtenido de diferentes regiones geograficas podria tener
una calidad microbiologica limitada segun los criterios del ICMSF, donde valores de
<10° UFC/g indican una calidad aceptable, debido a que, para la cantidad de BMA
las muestras variaron de 6x10%a 7 x108 UFC/g (tabla 2). Los resultados para los
recuentos de BME oscilaron entre 4.3 x 103y 2 x 10° UFC/g (tabla 2). Aunque este
grupo bacteriano no se considera dentro de los criterios de calidad microbioldgica
para las especias, se debe considerar el monitoreo de B. cereus como miembro de
este grupo por sus caracteristicas de toxicidad (Granum & Lund, 1997); cifras
elevadas de BMA y esporulados ponen de manifiesto la exposicion a fuentes de
contaminacion. Otro grupo bacteriano importante a considerar como indicador de
calidad higiénica es el de la familia Enterobacteriaceae, debido a que son un grupo
de bacterias que exhiben caracteristicas cosmopolitas a causa de su capacidad
para habitar una amplia variedad de entornos en todo el mundo. Estas bacterias son
conocidas por su adaptabilidad a diferentes condiciones ambientales, lo que les
permite prosperar en una diversidad de habitats, incluidos suelos, aguas, plantas,
animales e incluso dentro del tracto digestivo humano. Su distribucion global y su
capacidad para colonizar una amplia gama de nichos ecoldgicos las convierten en
especies cosmopolitas, lo que las hace relevantes tanto en la salud humana como
en la ecologia microbiana (Farmer lii et al., 2010), de acuerdo a los resultados cinco
muestras de chile molido (CH1, CH2, CH3, CH4 y CH7) superaron los criterios
microbioldgicos del ICMSF (<10* UFC/g) que oscilaron entre los 2.1 x10*y 2.3 x108
UFC/g (tabla 2).

Segun los resultados, los analisis de PCA y el indice de diversidad de Shannon
mostraron diferencias en la composicion de la comunidad bacteriana en el chile
molido, probablemente porque las muestras de chile molido fueron recolectadas de
diferentes regiones geograficas, y de una variedad especifica de planta de
Capsicum spp. dentro de cada region geografica. Asi, la familia Bacillaceae es uno

de los principales grupos taxondmicos que esta presente en el 100% de las
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muestras de chile molido, con una abundancia relativa alta. Varias especies
bacterianas beneficiosas estaban presentes en este grupo bacteriano, como el
complejo de especies B. subtilis (B. subtilis, B. licheniformis, B. pumilus y B.
amyloliquefaciens), al que se le ha reconocido que tiene diversas funciones
ecologicas y algunos miembros tienen gran importancia y aplicacion como
promotores del crecimiento vegetal, agentes de biocontrol, agentes probioticos y de
biorremediacion, y en la industria por su capacidad para producir importantes
enzimas y antibidticos (Caulier et al., 2019; Igbal et al., 2023; Ngalimat et al., 2021;
Su et al, 2020). Ademas, en el grupo operativo B. amyloliquefaciens, que
comprende especies bacterianas detectadas en muestras de chile molido, estaban
B. amyloliquefaciens del suelo y B. velezensis asociado a plantas (Igbal et al., 2023).
Algunos miembros del grupo B. pumilus detectados fueron B. safensis y B.
altitudinis. Otras especies detectadas fueron B. mojavensis 'y B. sonorensis, que son
parientes cercanos del clado B. subtilis (Igbal et al., 2023). Por lo tanto, estos
hallazgos revelan que el chile molido posee una alta carga bacteriana de especies

béneficas con usos potenciales en biotecnologia, que aun estan por explorar.

Por otro lado, en la familia Bacillaceae y como potencial factor de riesgo para la
salud, en casi todas las muestras de chile molido se detectaron dos especies
bacterianas relacionadas con patdgenos, B. licheniformis y B. cereus (Figura 4). En
el caso de B. licheniformis, se han informado varias cepas asociadas a patdogenos
humanos oportunistas que causan infecciones graves como bacteriemia, peritonitis,
intoxicacion alimentaria e infecciones oculares (Haydushka et al., 2012). Sin
embargo, se necesitan mas estudios para entender la carga bacteriana y la
capacidad de infeccibn de esta especie bacteriana que esta vinculada con
patégenos y que fue detectada en las muestras de chile molido. De acuerdo con
otros informes, se han detectado y aislado cepas toxigénicas de B. cereus como
parte de la diversidad microbiana en diferentes especias, incluido el chile molido
(Celestino Hernandez et al., 2021; Frentzel et al., 2018b; Hariram & Labbé, 2015;
Hernandez Gémez et al., 2022). Segun nuestros resultados, todas las muestras de
chile molido presentaron coincidencias de secuencia para esta especie bacteriana
relacionada con patdgenos (Figura 4). Aunque la cuantificacién de B. cereus no fue
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detectada mediante el enfoque dependiente del cultivo utilizado en este trabajo, sus
capacidades de produccion de toxinas sugieren la necesidad de implementar y
desarrollar un programa de monitoreo, porque los brotes transmitidos por alimentos
se han asociado con una carga de B. cereus superior a 10° CFU/g de alimento
(Allende et al., 2016).

Otra de las familias mas representativa fue Enterobacteriaceae con abundancias de
47.34% y 96.23% para las muestras CH2 y CH15 respectivamente (Figuras 1y 2).
Segun la distribucion bacteriana adicional relacionada con patogenos (Figura 4), el
80% de las muestras de chile en molido podrian presentar un problema de salud
publica. Por lo general, las autoridades sanitarias consideran a los miembros del
grupo Enterobacteriaceae como indicadores de higiene por su capacidad de
propagarse en diversos nichos ecologicos. De acuerdo con la carga bacteriana, en
particular con el grupo Enterobacteriaceae (Tabla 1), la deteccién metagendmica de
miembros de la familia Enterobacteriaceae relacionados con patdégenos en las
muestras de chile molido representa un hallazgo importante. Sin embargo, se
necesitan mas pruebas de capacidad de infeccion para comprender sus riesgos
potenciales para los consumidores. Ademas, los mecanismos utilizados por el
microorganismo patoégeno para invadir al huésped y causar dafio es un proceso
progresivo muy extenso en el que estan involucrados diversos factores fisiologicos.
Por tanto, la aplicacion de la metagenomica para interpretar la comunidad
bacteriana y prevenir posibles riesgos para la salud es un primer paso de gran
importancia para poder entender su propagacion y proponer las mejores formas de
evitarlo en el chile molido. Considerando que las bacterias patdogenas pueden
propagarse a través del chile molido, y de acuerdo a los géneros bacterianos
detectados y para realzar su importancia, hay que considerar que E. coli es un
organismo comensal presente en la microbiota del tracto intestinal del ser humano
y animales. Varias cepas han adquirido mecanismos de virulencia como
colonizadores provocando diarrea y otras enfermedades intestinales (Janda &
Abbott, 2021). S. enterica suele causar gastroenteritis y esta relacionada con el
consumo de alimentos contaminados (Alvarez et al., 2023), y un importante brote

de salmonelosis humana en Alemania se asoci6 con patatas fritas con pimentén en
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polvo (Lehmacher et al., 1995). E. cloacae es un patdégeno comun que puede causar
neumonia, infecciones del tracto urinario y septicemia (Annavajhala et al., 2019).
Klebsiella spp. se encuentran entre los patdogenos oportunistas importantes que se
han convertido en un problema de salud publica porque son un colonizador
prevalente en los microbiomas humanos y animales. Segun algunos informes, el
0,3% de todas las infecciones por Gram negativos estan representadas por este
microorganismo bacteriano, causando infecciones del tracto urinario, cistitis,
neumonia, infecciones de heridas quirurgicas, endocarditis y septicemia (Effah et
al., 2020; Navon-Venezia et al., 2017). C. freundii es un microorganismo que se
propaga en diversos ambientes, como el agua, el suelo, los alimentos y partes de la
microbiota intestinal de animales y humanos. Varias especies relacionadas tienen
la capacidad de causar infecciones asociadas a la atencion meédica, algunas afectan
el tracto urinario, el higado, el tracto biliar, el peritoneo, los intestinos, el tracto
respiratorio, el endocardio, los tejidos blandos, las meninges y el torrente
sanguineo(Liu et al., 2018). S. marcescens, un microorganismo oportunista con
capacidad de propagarse facilmente en el medio ambiente y causar brotes, es
relevante porque esta asociado con infecciones que incluyen las del tracto
respiratorio, el torrente sanguineo, el sistema nervioso central, el tracto urinario y la
endocarditis (Fernandez et al., 2020). Otra especie bacteriana oportunista
relacionada con patdégenos detectada en el chile molido fue Cronobacter spp., que
pertenece a la familia Enterobacteriaceae y causa infecciones como septicemia,
neumonia, meningitis y enterocolitis necrotizante(Y. Lu et al., 2019). E. gallinarum
causa una pequefa fraccion de las infecciones asociadas a la atencion sanitaria;
sin embargo, se considera un microorganismo de baja virulencia que se asocia
principalmente con infecciones del torrente sanguineo, del tracto urinario y de
heridas quirurgicas (Monticelli et al., 2018). P. putida se ha convertido recientemente
en un problema de salud publica debido a su capacidad de propagar mecanismos
de resistencia a los antibiéticos; aunque se considera de baja patogenicidad, puede
provocar infecciones en pacientes inmunocomprometidos (Tan et al., 2019). A.
baumannii es un patdgeno asociado a la atencion sanitaria con alta virulencia y

resistencia a multiples farmacos, que se considera un importante problema de salud
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publica porque puede causar la muerte a través de sus mecanismos de infeccién.
Las infecciones asociadas con esta especie bacteriana incluyen piel y tejidos
blandos, infecciones de heridas, bacteriemia, endocarditis, infecciones del tracto

urinario, meningitis y neumonia (lbrahim et al., 2021).

Ademas de la deteccion de especies bacterianas relacionadas con patégenos, los
resultados muestran que el chile molido puede proporcionar una enorme reserva de
genes de resistencia antibidtica y puede ser una ruta potencial de transmision
ambiental de bacterias resistentes a los antibioticos. En total, en las 15 muestras de
chile molido analizadas se detectaron 68 ARG asociados, que confieren resistencia
bacteriana al menos 13 clases diferentes de antibioticos (Figuras 5 y 6). Estudios
previos de chile molido de diferentes regiones geograficas demostraron mediante
pruebas de PCR y secuenciacion una alta prevalencia de B-lactamasas de espectro
extendido (ES-BL) y metalo-B-lactamasas (MBL) en miembros de las familias
Enterobacteriaceae y Bacillaceae (Celestino Hernandez et al., 2021; Hernandez
Gomez et al., 2022). Ademas, en un trabajo previo de nuestro grupo de investigacion
(Hernandez Gomez et al., 2022), B. cereus aislado de chile molido mexicano mostré
resistencia a penicilina G, ampicilina, carbenicilina, cefalotina, cefotaxima,
dicloxacilina, amoxicilina/acido clavulanico y trimetoprim-sulfametoxazol. En el
100% de los aislados, a tetraciclina en 90%, a eritromicina en 77%, a clindamicina
en 74% y a cloranfenicol en 42%. Por otro lado, K. cowanii, miembro de la familia
Enterobacteriaceae aislado del chile molido mexicano (Hernandez Gomez et al.,
2022), mostro resistencia a penicilina, ampicilina, carbenicilina, eritromicina,
clindamicina y vancomicina en el 100% de los aislados. En consecuencia, estos
importantes resultados fueron un componente clave para ampliar el analisis. Segun
los resultados de este trabajo, los genes de resistencia a betalactamicos estan
ampliamente representados en el 100% de las muestras de chile molido por genes
que codifican diversas clases de betalactamasas asociadas a las familias
Enterobacteriaceae y Bacillaceae, lo que podria permitir la hidrdlisis de
cefalosporinas de espectro extendido, carbapenémicos y penicilina, donde los
géneros bacterianos asociados a esta resistencia, como Acinetobacter, Bacillus,
Citrobacter, Cronobacter, Enterobacter, Enterococccus, Escherichia, Klebsiella,
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Proteus, Pseudomonas, Streptococcus, Staphylococcus, Salmonella y Serratia,
podrian ser de interés publico como problema de salud publica (Bush & Bradford,
2020). Algunas de ellas, por ejemplo, las CTX-M, son las BLEE mas comunes
distribuidas globalmente entre los miembros de la familia Enterobacteriaceae (Bush
& Bradford, 2020). Ademas, se detectaron B-lactamasas tipo OXA, que confieren
resistencia a los carbapenémicos, y estan relacionadas con varias especies de
Acinetobacter, lo que podria ser de particular interés en términos de salud publica
(Bush & Bradford, 2020; Ibrahim et al., 2021). Las BLEE son facilmente transferibles
en una amplia gama de huéspedes bacterianos, ya que estan codificadas
principalmente por plasmidos y elementos genéticos moéviles como integrones,
secuencias de insercion y transposones, por lo que su diseminacidon mediante
transferencia horizontal en condiciones especificas podria ser un importante

contribuyente en comunidades bacterianas (De Angelis et al., 2020).

La resistencia a multiples antibidticos provocada por bombas de eflujo esta
ampliamente conservada en las bacterias; encontramos que algunos de estos
estaban codificados por los genes 0gxA y ogxB. Segun diversos informes, estos
genes estan asociados principalmente con la resistencia a las quinolonas mediada
por plasmidos (PMQR), que esta presente entre los miembros de la familia
Enterobacteriaceae y confiere resistencia a multiples agentes antimicrobianos,
como las quinolonas y las fluoroquinolonas, que se utilizan durante el tratamiento
clinico de cepas bacterianas patdogenas como Citrobacter, Enterobacter,
Escherichia, Klebsiella, Salmonella y Shigella (Bharatham et al., 2021; J. Li et al.,
2019; Moosavian et al., 2021). Otro mecanismo de resistencia a los antibioticos que
se detecto fue a la tetraciclina a través de genes tet, que codifican principalmente
bombas de eflujo y estan presentes tanto en bacterias Gram positivas como Gram
negativas, estan diseminados a través de plasmidos y transposones, y pueden
transmitirse a través de diversos sistemas genéticos y se propaga en géneros
bacterianos como Acinetobacter, Bacillus, Citrobacter, Cronobacter, Enterobacter,
Enterococccus, Escherichia, Klebsiella, Proteus, Pseudomonas, Streptococcus,
Staphylococcus, Salmonella y Serratia (Grossman, 2016; Nghr-Meldgaard et al.,
2021). Otro mecanismo importante detectado fueron diversos genes de resistencia
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a antibidticos que codifican enzimas con actividad modificadora (Figura 6). Estas
enzimas realizan la transferencia de grupos funcionales como el acetilo (cat86,
catA10, catBx, aac3-I, aac3-Ib y aac3-Ila), nucleotidilo (aadA4-5, aadE-K, ant4-1b 'y
anté6-la), fosforilo (aph3”la, strA 'y strB), o grupos tiol (fosA2), que confiere resistencia
a géneros bacterianos como Bacillus, Streptococcus, Staphylococcus,
Enterococcus, Pseudomonas, Escherichia, Klebsiella, Salmonella, Erwinia y
Xanthomonas, y una variedad de antibidticos, incluidos aminoglucésidos,
macrolidos y cloranfenicol, entre muchos otros (J. Schaenzer & D. Wright, 2020;
Varela et al., 2021). Se ha detectado resistencia a los glicopéptidos por el grupo de
genes van (vanC, vanR, vanS, vanT y vanXY), que codifica enzimas que modifican
el peptidoglicano, en varias especies de Enterococcus (E. faecium, E. faecalis y E.
gallinarum), y la diseminacion de la resistencia a la vancomicina entre especies
grampositivas mediante transferencia horizontal de genes es comun, debido a la
presencia de determinantes genéticos (Stogios & Savchenko, 2020). Todos los
resultados indican que el chile en polvo posee una alta diversidad bacteriana con
un reservorio extendido de ARG vy, por lo tanto, se necesita mas investigacion para
comprender mejor la calidad del chile en polvo y el riesgo potencial para la salud
publica.

Se obtuvieron 420 aislados, de los cuales 25 presentaron un indice de infeccion
mayor en frutos de Capsicum annuum L., estos fueron probados en planta, pero no
se observo ningun sintoma de infeccion (figura 9). Esto se debe a que la mayoria
de las plantas, ya sea de uso agricola o de vida silvestre, poseen una inmunidad o
resistencia innata a muchos patégenos (Jibril et al., 2016). Debido a esto, se volvid
a evaluar los 25 aislados en frutos de chile (Capsicum annuum L.) y jitomate
(Solanum lycopersicum), donde, se seleccionaron cuatro aislados (SM2, Ch1-5,
Ch1-39 y Ch9-16) que mostraron sintomas mas evidentes de infectividad, como
podredumbre blanda, necrosis y clorosis, en un periodo de tiempo mas corto. De
estos, se determind que pertenecen al género Pectobacterium, Klebsiella,
Pseudomonas y Mixta. Las especies identificadas mediante secuenciacion fueron:
Pectobacterium aroidearum (SM2), Mixta gaviniae (Ch1-5), Klebsiella pneumoniae
(Ch1-39) y Pseudomonas psychrotolerans (Ch9-16).
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El fitopatdbgeno Pectobacterium spp. es objeto de varios estudios debido a su
capacidad para causar enfermedades devastadoras en una amplia variedad de
plantas en todo el mundo, lo que resulta en considerables pérdidas comerciales (Ma
et al., 2007). P. aroidearum fue identificado como una nueva especie bacteriana en
2013 y se caracteriza principalmente por causar la pudricion blanda en plantas
monocotiledéneas (Nabhan et al., 2013; Xu et al., 2021). En este estudio, se informa
sobre el aislamiento del patégeno P. aroidearum SM2 de frutos de Capsicum
annuum var. Serrano que presentaban sintomas de pudricién blanda. El analisis del
genoma de P. aroidearum SM2 mediante secuenciacion revelo la presencia de
genes de virulencia importantes que podrian desempefiar un papel crucial durante
la maceracion de los tejidos de los frutos analizados (Capsicum annuum L. y
Solanum lycopersicum, (Figura 8)), incluyendo pectinasas, cinco tipos de sistemas
de secrecion (tipo I, Il, IIl, IV y VI) y genes asociados con la motilidad e invasion
(Tabla 6). Ademas, se observo que el fenotipo de resistencia a la eritromicina podria
explicarse por la presencia de genes relacionados con los mecanismos de
resistencia a los antibioticos de la bomba de eflujo. Investigaciones previas han
demostrado que los principales determinantes de patogenicidad responsables de
los sintomas de pudricién blanda en tejidos vegetales de diversas plantas de cultivo
incluyen una variedad de genes que codifican enzimas como pectinasas
extracelulares (pectina liasa, pectina metilesterasa, pectina poligalacturonasa), asi
como proteinasas, celulasas, toxinas y sistemas de secrecion. Estos genes,
ampliamente distribuidos y conservados en los genomas, son caracteristicos de uno
de los diez patégenos bacterianos vegetales mas comunes, Pectobacterium spp.
(He et al., 2021; Huang et al., 2019; Xu et al., 2021).

El género Klebsiella spp., como se ha mencionado anteriormente se reporta
principlamente como un patégeno de humanos y animales que se ha convertido en
un problema de salud publica (Effah et al., 2020; Navon-Venezia et al., 2017). A
pesar de esto, el género Klebsiella spp. recientemente se ha reportado como un
fitopatbgeno emergente. K. pneumoniae se ha reportado como causante de
lesiones necroticas en hojas de papa, haba y col y en cotiledones de pepino y
calabaza (Turyanitsa & Korobko, 1984), también se encontré6 como causante de
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decoloracion, de coloracion amarillenta o blanqueamiento en las hojas de maiz
(HUANG et al., 2016) y como productor de la pudredumbre blanda en maiz (X. Li et
al., 2023). En este estudio se aisl6 K. pneumoniae Ch1-39 de chile molido
proveniente de San Luis potosi, México; que presenté infeccion en frutos de chile y
jitomate (Figura 8). El analisis de genoma de K. pneumoniae Ch1-39 mediante
secuenciacion revelo la presencia de genes de virulencia (Tabla 9) como los genes
entS, entE, entB y entA, que producen enterobactina (Peralta et al., 2016), la cual,
por parte de los fitopatdgenos les proporciona una ventaja competitiva al permitirles
adquirir hierro en ambientes donde este nutriente es limitado, lo que facilita su
capacidad para colonizar y causar enfermedades en las plantas hospederas.

El género Pseudomonas spp. es extremadamente diverso y comprende numerosas
especies fitopatogenas que pueden causar enfermedades en una amplia gama de
plantas cultivadas y silvestres. Estas enfermedades varian desde manchas foliares
hasta marchitez y pudricion de raices, afectando a cultivos de importancia
econdmica como el tomate, la papa, el algodén y muchas otras (HOFTE & DE VOS,
2006). Pseudomonas psychrotolerans exhibe una notable adaptabilidad a diferentes
condiciones ambientales, lo que le permite sobrevivir y persistir en una amplia gama
de habitats vegetales. Se ha encontrado en suelos agricolas, aguas superficiales y
tejidos de plantas, lo que sugiere que puede desempefar un papel significativo
como patogeno en diversos sistemas agricolas y ecoldgicos. P psychrotolerans se
ha reportado como causante de la mancha bacteriana en las hojas del tabaco (Y. Li
et al., 2023), a pesar de esto se le reporta mayormente como una bacteria benéfica
ya que ha sido reportada como bacteria promotora de crecimiento vegetal (Tian et
al., 2023), incluso en presencia de metales pesados a presentado esta actividad
(Kang et al., 2020). Se aisl6 P. psychrotolerans Ch9-16 de chile molido proveniente
de Jalisco, México, la cual presento infeccion en frutos de chile y jitomate (Figura
8). El analisis del genoma de P. psychrotolerans Ch9-16 mediante secuenciacion
revelo la presencia de genes de virulencia (Tabla 12) se identificaron los genes flil,
fliG, fliM, fliN 'y motA que estan involucrados en la formacién y la funcion de los
flagelos bacterianos, estructuras de locomocion que permiten a las bacterias
moverse hacia y a través de los tejidos de las plantas. La movilidad bacteriana es
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importante para la colonizacion de las plantas y la diseminacion de la infeccidon
(Deakin et al., 1997), y los genes algB, algU, algR y algC que estan involucrados en
la biosintesis de alginato, un exopolisacarido producido por algunas bacterias
fitopatogenas, como Pseudomonas aeruginosa (DeVries & Ohman, 1994), que
puede desempefiar un papel en la virulencia al facilitar la formacion de biofilms y la
resistencia a los factores de estrés ambiental.

El género Mixta fue propuesto en el 2018 como un nuevo género, en referencia a
los diversos habitats de los que se obtuvieron sus especies, incluidos plantas,
humanos y productos alimenticios (Palmer et al., 2018; Popp et al., 2010; Stevens
et al., 2018), por lo que las especies Pantoea calida, Pantoea gaviniae, Pantoea
theicola, y Pantoea intestinalis fueron movidas al nuevo género Mixta (Palmer et al.,
2018). Si bien no todas las especies dentro del género Mixta son fitopatogenas
(Hagaggi & Mohamed, 2020; Hosseinpour et al., 2021), este género abarca una
variedad de bacterias que podrian funcionar como fitopatdégenos en diferentes
sistemas de cultivo debido a la presencia de genes de virulencia en su genoma,
aunque se necesitan mas estudios para confirmarlo. Se aisl6 Mixta gaviniae Ch1-5
de chile molido proveniente de San luis Potosi, México, la cual presento infeccidon
en frutos de chile y jitomate (Figura 8). El analisis del genoma de M. gaviniae Ch1-
5 medinete secuenciacion reveld la presencia de genes de virulencia (Tabla 15)
muchos de estos genes estan relacionados con la motilidad, la quimiotaxis, la
sintesis de LPS y la comunicacion intercelular, caracteristicas que pueden ser
importantes para la fitopatogenicidad bacteriana y su interaccidn con las plantas
hospederas. Sin embargo, su papel especifico puede variar dependiendo del
organismo y del contexto ambiental.
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Conclusiones

1.

El chile en polvo mexicano es un condimento muy importante y representa
una fuente importante de ingresos, y muchas regiones geograficas
productoras de chile continuan respaldando la demanda.

Es necesario promover un ambiente seguro que fomente el logro y la mejora
continua de su calidad, en particular en términos de criterios microbiolégicos.
La deteccion de patdgenos debe ser una prioridad para evitar su
propagacion.

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que el chile en polvo
tiene una importante diversidad bacteriana con una enorme reserva de genes
de resistencia a antibidticos.

En este trabajo reportamos los fitopatdgenos como P. aroidearum SM2, K.
pneumoniae Ch1-39, P. psychrotolerans Ch9-16 y M. gaviniae Ch1-5 con
capacidad de causar pudricion blanda, y necrosis en frutos de C. annuum L.
y Solanum lycopersicum.

La comprensién de estos resultados proporcionara direcciones de
investigacion futuras para disminuir los riesgos para la salud publica y la
sanidad vegetal asociados con los microorganismos patdégenos, que

presentan diversos mecanismos de resistencia a los antibidticos.
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