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RESUMEN EJECUTIVO

Este estudio se enfoca en caracterizar la diversidad y abundancia de la microbiota asociada a la rizésfera
de la mora, asi como predecir el metabolismo de los taxones encontrados. Utilizando la tecnologia de
secuenciacion de proxima generacion (NGS) y el andlisis de las regiones hipervariables V3-V4 del gen
16S rRNA, se logré identificar una amplia gama de taxones bacterianos predominados por
Proteobacteria, Firmicutes y Actinobacteria. Los analisis de alfa y beta diversidad revelaron una alta
diversidad microbiana en la mayoria de las localidades muestreadas, con variaciones significativas entre
los puntos de muestreo, indicando la influencia de factores ambientales locales. Ademas, se realizaron
predicciones funcionales de los perfiles metabdlicos mediante herramientas avanzadas de
bioinforméatica como PICRUSt2 y EzBioCloud, destacando la contribucion de estas comunidades
microbianas en los ciclos biogeoquimicos del nitrégeno, carbono y azufre. Los resultados subrayan la
importancia de la microbiota rizosférica en la salud del suelo y el crecimiento de R. glaucus, y sugieren
su potencial para ser utilizada en estrategias de biocontrol y biofertilizaciéon. Este estudio no solo
proporciona una comprension mas profunda de la ecologia microbiana en cultivos de mora, sino que
también ofrece el comienzo de futuras investigaciones y aplicaciones practicas en la gestion sostenible

de cultivos agricolas en la region de Tungurahua.

Palabras Clave: Metabarcoding 16S rRNA, Rizésferas, Diversidad microbiana, NGS, Bioinformatica.
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ABSTRACT

This study focuses on characterizing the diversity and abundance of the microbiota associated with the
blackberry rhizosphere, as well as predicting the metabolism of the taxa found. Utilizing next-generation
sequencing (NGS) technology and analysis of the hypervariable regions V3-V4 of the 16S rRNA gene,
a wide range of bacterial taxa predominantly Proteobacteria, Firmicutes, and Actinobacteria were
identified. Alpha and beta diversity analyses revealed high microbial diversity in most of the sampled
locations, with significant variations between sampling points, indicating the influence of local
environmental factors. Additionally, functional predictions of metabolic profiles were performed using
advanced bioinformatics tools such as PICRUSt2 and EzBioCloud, highlighting the contribution of
these microbial communities to the biogeochemical cycles of nitrogen, carbon, and sulfur. The results
underscore the importance of rhizospheric microbiota in soil health and the growth of R. glaucus and
suggest its potential for use in biocontrol and biofertilization strategies. This study not only provides a
deeper understanding of microbial ecology in blackberry crops but also offers a foundation for future

research and practical applications in sustainable agricultural management in the Tungurahua region.

Keywords: Metabarcoding 16S rRNA, Rhizosphere, Microbial diversity, NGS, Bioinformatics
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CAPITULO I. MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes Investigativos

1.1.1. Justificacion

El microbioma vegetal se define como una compleja coleccidén de microorganismos, incluyendo sus
genes y metabolitos, en asociacién directa con las plantas. Este microbioma desempefia un papel crucial
en la salud y productividad de las plantas, siendo esencial su analisis y comprension para implementar
practicas agricolas eficientes (Trivedi et al., 2020). Es importante destacar que la rizésfera, la zona del
suelo en estrecha proximidad a las raices de las plantas, es especialmente critica ya que es aqui donde
se dan interacciones intensas y fundamentales entre las raices y su microbioma, influyendo
significativamente en el crecimiento y la salud de las plantas (Olanrewaju & Babalola, 2022). El
avance de la biologia molecular ha sido fundamental en la identificacion de comunidades microbianas
asociadas al suelo, ya que técnicas como la secuenciacion de proxima generacion (NGS) han permitido
descubrir la vasta diversidad de microorganismos no cultivables que antes eran inaccesibles, revelando
asi la complejidad y la riqueza del microbioma del suelo que era previamente desconocida (Lahlali et
al., 2021).

La mora (R. glaucus), perteneciente a la familia Rosaceae, es ampliamente consumida a nivel mundial
por su delicioso sabor y su riqueza en fitoquimicos beneficiosos, destacandose las antocianinas, que
contribuyen significativamente a sus propiedades antioxidantes (Ramirez, 2023). En Ecuador, el
rendimiento de mora alcanza aproximadamente 9.01 T/ha, con Cotopaxi liderando la produccion
nacional, seguido de Tungurahua representando el 70% del total (INIAP, 2013; Feican, 2019). A pesar
de su importancia, el conocimiento acerca del microbioma de la mora y su potencial impacto en la salud

y productividad del cultivo de mora es limitado.

Por lo que, de acuerdo a los antecedentes presentados, la presente investigacion tiene como objetivo
describir la riqueza y diversidad del microbioma asociado a la rizésfera de cultivos de mora (R. glaucus)
presentes en la provincia de Tungurahua mediante el analisis del metabarcoding del gen 16S rRNA, con
el fin de analizar las comunidades bacterianas presentes en la rizésfera de dicho cultivo; adicionalmente,
se plantea la prediccion de la composicion funcional de aquellos taxones mediante la prediccion de sus
genomas para identificar si su presencia influyen en los ciclos biogeoquimicos clave y los perfiles

metabdlicos principales de la rizésfera.



1.1.2. Generalidades de la mora

1.1.2.1. Descripcion del género Rubus spp.

Las zarzas, o zarzamoras (Rubus spp.) constituyen el género més representativo dentro de la familia de
las Rosaceas (Schulz et al., 2019). Este género cuenta con mas de 740 especies distribuidas en 12
subgeéneros en todo el mundo (Martins et al., 2023). Las especies de Rubus crecen en forma de arbusto
con brotes bienales que surgen de un sistema de raices perennes (Duan et al., 2023; Sgnsteby & Heide.,
2023).

Estas plantas producen frutas clasificadas como drupecetum, es decir, agregados de drupas carnosas que
se unen a un Unico receptaculo (Wada et al., 2011; Foster et al., 2019). Dichas frutas son altamente
valoradas en la industria alimentaria debido a su contenido de flavonoides, antocianinas, vitaminas,
acido elagico, taninos y polifenoles (Huang et al., 2023; Ladyzhenskaya et al., 2023), los cuales les
confieren propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antimicrobianas (Gil et al., 2023).

A pesar de la diversidad en el género Rubus, solo unas pocas especies estan domesticadas para el cultivo,
entre las mas relevantes se encuentran Rubus ideaus L. (frambuesa), Rubus occidentalis (zarzamora
negra), Rubus chingii Hu (zarzamora china), y Rubus fruticosus L. (zarzamora 0 mora comun) (Bhatt
et al., 2023). En Latinoamérica, destaca la especie R. glaucus, conocida cominmente como mora de
castilla, la cual es ampliamente cultivada por su valor econémico y propiedades nutricionales (Garrido
et al., 2020). La clasificacion de los brotes de estas especies puede variar segun su desarrollo,

dividiéndose en erectas, semierectas y arrastradas (Padmanabhan et al., 2016).

1.1.2.2. Presencia del género Rubus en Ecuador

El cultivo de especies del género Rubus en Ecuador ha experimentado un notable crecimiento. Hasta el
afio 2016, el rendimiento de produccion de moras alcanz6 las 6.80 T/ha, en marcado contraste con las
2.19 T/ha registradas en el afio 2000 (lza et al., 2020), y para el afio 2023 se obtuvo un rendimiento de
9.01 T/ha! por afio (Ministerio de Agriculturay Ganaderia., 2023a). Entre las principales variedades
comerciales cultivadas se encuentran Castilla, Andimora, Colombiana y Brazos (Samaniego et al.,
2020). Sin embargo, al analizar la distribucidn de especies, se evidencia que R. glaucus (Ver Tabla 1),
conocida como mora de castilla, es la mas predominante en el &mbito agricola (Garrido et al., 2020).
La mayor parte de la produccion (Ver Figura 1) se concentra en la region de la Sierra, abarcando las
provincias de Imbabura, Pichincha, Chimborazo, Bolivar, Cotopaxi y Tungurahua (Alwang et al.,
2019). De estas provincias, Chimborazo, Bolivar y Cotopaxi destacan por su alto rendimiento en

toneladas por hectarea (Ministerio de Agricultura y Ganaderia., 2023b).
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El Instituto Nacional Auténomo de Investigaciones Agropecuarias establecen que los frutos de R.
glaucus son carnosos, de color morado oscuro a negro cuando estan maduros, con un didmetrode 1 a 2
cm, sabor agridulce, y una textura jugosa. Estos frutos son ricos en antioxidantes, vitaminas, y
compuestos fendlicos, como las antocianinas, que les confieren propiedades beneficiosas para la salud
(Viteri et al., 2016). Ecol6gicamente, R. glaucus muestra una gran adaptabilidad a diversas condiciones
climéticas y de suelo, prosperando especialmente en zonas montafiosas. ES resistente a varias
enfermedades y plagas, lo que la hace ideal para el cultivo agricola. Las condiciones de cultivo éptimas
para R. glaucus incluyen altitudes entre 2000 y 3100 msnm, temperaturas promedio de 17 °C y una
precipitacion anual de 800 mm (lza et al., 2020).

D(:}
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PROVINCIA RENDIMIENTO (T/ha)

@ Cotopaxi 10.15
@® Tungurahua 9.09
@ Bolivar 8.32
Chimborazo 5.27
@ Pichincha 4.45
Imbabura 3.58

Figura 1. Provincias con mayor produccién de mora

Nota: Figura realizada de acuerdo con la informacién presentada en el Boletin situacional del cultivo
de mora del afio 2023 en Ecuador (Ministerio de Agricultura y Ganaderia., 2023), se destaca el
rendimiento de produccién en toneladas por hectarea para las seis provincias de mayor produccion del

género Rubus.

Tabla 1

Taxonomia de la mora de castilla o R. glaucus

Reino Vegetal

Division Antofita

Clase Angiospermae

Subclase Dicotyledoneae

Orden Rosae

Familia Rosaceae




Género Rubus

Especie glaucus

Nota: Informacion obtenida de Feicéan et al. (2019)

1.1.2.3. Microbiota y microbioma vegetal

Las plantas cohabitan e interactian con comunidades diversas de microorganismos, que incluyen
bacterias, arqueas, hongos y protistas (Noman et al., 2021). Estos microorganismos impactan
directamente en el crecimiento, la resiliencia y la produccion de las plantas (Shi et al., 2023), dando asi
lugar a una conexion intrinseca entre huésped y su constituyente microbiano, entidad denominada
holobionte (Poupin et al., 2023), mismo que se encuentra constituido por la microbiota vegetal, que
comprende todos los microorganismos asociados al huésped, o visto de una forma mas compleja por el
microbioma vegetal, el cual engloba al conjunto de microorganismos, genomas, habitats y condiciones

ambientales especificas que rodean a las plantas (Pantigoso et al., 2022).

Esta asociacion permite que aquellos microorganismos habiten la enddsfera y la episfera de los tejidos
vegetales tanto aéreos como subterraneos (Babalola et al., 2020), fitobiomas que permite interacciones
de los microorganismos tanto con las plantas hospedantes (interaccion huésped - microbio) como entre
ellos mismos (interaccion microbio-microbio), lo que lleva a interacciones entre y dentro del reino
(Chepsergon & Moleleki, 2023). Cominmente, las plantas no solo interactGan con una diversa gama
de microorganismos, sino que también co — evolucionan con ellos, contribuyendo a la formacion de un

microambiente estable y equilibrado (Shi et al., 2023).

Para lo cual las plantas brindan diversos nichos que los microorganismos pueden colonizar, incluyendo
la fildsfera, la enddsfera y la rizosfera (Ver Figura 2). La fil6sfera es la superficie aérea de las plantas
donde habitan diversos microorganismos que influyen en la fisiologia de la planta y su resistencia a
enfermedades (Mandal & Jeon, 2019). La enddsfera, por su parte, incluye los tejidos internos de las
plantas que albergan comunidades microbianas que mejoran el crecimiento y la salud de las plantas
(Dastogeer et al., 2020). La rizosfera, en cambio es la region del suelo influenciada por las raices, es un
nicho crucial donde se forman relaciones simbidticas que afectan la absorcion de nutrientes y la

resistencia a patdgenos (Pantigoso et al., 2022).



Filosfera

Endosfera

Figura 2. Compartimientos principales que albergan al microbioma vegetal

Nota: Adaptado de Dastogeer et al. (2020)

1.1.2.4. Factores que afectan el microbioma vegetal

La composicion del microbioma vegetal presenta gran variabilidad, asi como sensibilidad, es decir, las
comunidades microbianas pueden cambiar al verse influenciadas por varios factores, en primer lugar, la
identidad de la planta huésped determina la asociacion hacia ciertos taxones mediante mecanismos
selectivos (Hartman et al., 2023), ya que las plantas buscan obtener beneficios como control de
patdgenos, promocion del crecimiento, reduccion del estrés, entre otros (Santoyo, 2022). Por otra parte,
factores bidticos (diversidad microbiana del suelo, genotipo, fenotipo, edad de la planta, cantidad de
materia organica, tipo y estructura del suelo) (Compant et al., 2019), abi6ticos (niveles de humedad,
pH, salinidad, presencia de metales pesados) y las practicas agricolas (rotacion de cultivos, uso de
fertilizantes, monocultivos) también intervienen en las interacciones huésped — microbio de modo que
cambian la riqueza, composicion y funcion del microbioma vegetal (Zhang et al., 2021). Finalmente,
el ensamblaje del microbioma vegetal se ve desafiado por los cambios de temperatura o calentamiento
global del planeta (Ver Figura 3), siendo que, las comunidades microbianas de la filosfera se ven
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afectadas en mayor medida, mientras que la endosfera y la rizésfera se ven afectados por la respuesta
del huésped hacia dicho estrés (Trivedi et al., 2022).
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Factores Abioticos

(Sequia, metales
pesados, pH, salinidad)

Practicas Agricolas
(Rotacion de cultivos, fertilizantes,
aplicacion de microorganismos

Genotipo de la planta, fenotipo de la
planta, planta inmunidad innata

Factores Bidticos

V Diversidad de la comunidad microbiana y
/\ abundancia, hongos y otros organismos
, (e.g., nematodos)

Figura 3. Factores que afectan el ensamblaje del microbioma vegetal

Nota: La imagen muestra como factores abi6ticos (sequia, metales pesados, pH, salinidad), practicas
agricolas (rotacion de cultivos, fertilizantes, microorganismos), factores bidticos (diversidad
microbiana, fagos, hongos, nematodos) y las caracteristicas de la planta (genotipo, fenotipo, inmunidad
innata) influyen en el ensamblaje del microbioma vegetal. La planta central representa las interacciones

complejas y bidireccionales entre estos factores. Tomado de Zhang et al. (2021).

1.1.2.5. Riz6sfera como habitat microbiano

La rizosfera, definida como la zona del suelo directamente influenciada por las raices de las plantas,
constituye un epicentro vital de actividad microbiana (L.i et al., 2021). Este entorno es excepcionalmente
rico en microorganismos que desempefian roles esenciales en la nutricion de las plantas. A través de
procesos como la descomposicion de materia organica, la fijacion de nitrégeno y la produccion de
compuestos antimicrobianos, estos microbios no solo facilitan la absorcion de nutrientes, sino que
también protegen a las plantas contra patdgenos mediante mecanismos de competencia (Park et al.,
2023). Este nicho especifico alberga una diversidad de organismos, incluyendo bacterias, hongos,

oomicetos, protozoos, virus y arqueas (Ver Figura 4), todos los cuales se especializan en vivir en
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estrecha asociacion con las raices de las plantas, lo que subraya la complejidad y la importancia

ecologica de la rizésfera en los ecosistemas terrestres (Ling et al., 2022).

Rizosfera
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S8 Rizobios PGPR

Figura 4. Distribucién y riqueza de microorganismos en diferentes zonas de la raiz
Nota: Adaptado de Mgadi et al. (2024), y Jamil et al. (2022).

La rizosfera es un nicho microbiolégico muy delimitado que abarca una fina capa de suelo de
aproximadamente 1 a 10 mm alrededor de las raices (Dastogeer et al., 2020). Esta estrecha zona permite
observar cambios en la composicion del microbioma radicular, ya que mas alla del limite de la riz6sfera
se encuentra el suelo circundante o bulk soil (Ver Figura 5), el cual presenta diferencias significativas
en las comunidades microbianas. Estas diferencias pueden incluir variaciones en los compuestos
organicos, la cantidad de nutrientes y los perfiles metabdlicos, incluso a distancias cortas (Deng et al.,
2024).
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Figura 5. Distribucién y riqueza de microorganismos en diferentes zonas de la raiz
Nota: Adaptado de Van der Heijden & Schlaeppi. (2015).

De todos los compartimentos que albergan al microbioma vegetal, la rizésfera corresponde al fitobioma
con mayor riqueza y diversidad en especies de microorganismos a comparacion de la filésfera y la
enddsfera radicular (Wang & Haney., 2020), siendo que su composicion microbiana puede alcanzar
una concentracion de hasta 10! células por gramo de raiz y presentar rangos mayores a 30.000 especies
procariotas (Zuo et al., 2021). De la cantidad total de microrganismos que colonizan aquel ambiente

radicular, el 95% corresponden a bacterias (Chang et al., 2022).

1.1.2.6. Mecanismo de reclutamiento de comunidades microbianas

De forma general, el mecanismo por el cual las plantas reclutan a las comunidades microbianas hacia su
microbioma radicular se da en tres etapas, empezando por la exudacion, seguido del proceso de
quimiotaxis y finaliza con el movimiento bacteriano hacia el sistema radicular (Bhattacharyya et al.,
2023).

Las plantas atraen, controlan y permiten la colonizacion de sus potenciales taxones microbianos que se
encuentran en el suelo circundante (Bullk soil) hacia la zona rizosférica mediante la produccion y
liberacion de exudados radiculares (Ver figura 6) (Lin et al., 2022), mismos que actdan como moléculas
repelentes, de sefializacion quimicas, atrayentes, asi como estimulantes (Molefe et al., 2023). Aquellos
exudados se producen mediante la fotosintesis, Ilegando a liberar hasta el 40 % del total de sus
compuestos fotosintéticos hacia la rizésfera (Acharya et al., 2023). Ha pesar de que la pérdida de
carbono es un costo significativo da lugar al “efecto rizésfera”, mismo que consiste en alterar la
actividad, composicion y funcién de las comunidades microbianas a beneficio del hospedador (Papik
et al., 2020), de hecho, el efecto rizésfera es la via principal por el cual el suelo obtiene su fuente de

carbono (Rizodeposicion) (Mondal et al., 2023).



Los exudados radiculares o quimio atrayentes pueden dividirse en dos tipos, por una parte, aquellos que
son de bajo peso molecular y gue se encuentran en mayor medida como aminoacidos, 4cidos organicos,
azUcares, alcoholes, acidos grasos, purinas, fitohormonas, flavonoides, benzoxazinoides entre otros
metabolitos primarios y secundarios (Chen & Liu, 2024), y por la otra, los de alto peso molecular tal
como mucilagos y proteinas (Galloway et al., 2020). Las bacterias del suelo a granel cuentan con
quimiorreceptores o proteinas de quimiotaxis aceptoras de metilo (MCP) que regulan su motilidad, para
lo cual se dirigen a aquellos quimio atrayentes o exudados mediante un gradiente quimico cuando estos
son benéficos (Parkinson., 2022), 0 a su vez se alejan en presencia de quimio repelentes cuando las
sustancias resultan ser toxicas (Aroney et al., 2021), proceso al cual se conoce como quimiotaxis.
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Figura 6. Mecanismo de reclutacion de comunidades microbianas mediada por exudados

Nota: Adaptado de Bhattacharyya et al. (2023).

Zatakia et al. (2018) explica que, las MCP estan conformadas por un dominio periplasmico de union a
ligando (LBD), dos hélices que se encuentran a través de la membrana (TM) al igual que por un dominio
de sefializacion periplasmico (SD). El sistema de reclutamiento mediante MCPs inicia cuando un quimio
efector interactGia con el LBD, modulando asi la actividad de histidina quinasa CheA, consecuentemente
el regulador de respuesta CheY es alterado dando cambio desde CheY a CheY-P (Fosforilizado) el cual
desencadena una respuesta sobre el motor flagelar (FliM) (Feng et al., 2021) Cuando la bacteria se

encuentra con exudados radiculares atrayentes CheA se inactiva de modo que CheY-P reduce su
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concentracion, lo que se traduce en un movimiento antihorario en el FliM (Ver Figura 7), de modo que
la motilidad le dirige hacia el origen del atrayente o en otras palabras hacia al sistema radicular del

huésped vegetal (Bhattacharyya et al., 2023).

La velocidad de respuesta hacia FIiM esta regulada por el ensamblaje entre CheA y la proteina de
acoplamiento del receptor CheW, asi también la metilacion o desmetilacion de los MCPs se controla
mediante la metiltransferasa CherR y la metilesterasa CheB (Salah Ud-Din & Roujeinikova. 2017). Se
teoriza que entre mayor cantidad de genes tengan las rizobacterias en sus genomas para expresar MCPs
su persistencia en el suelo al igual que su capacidad de colonizar la rizosfera se incrementaré ya que los
niveles de quimiotaxis mejora (Hida et al., 2020).
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Figura 7. Reclutamiento de rizobacterias mediado por receptores MCP

Nota: La imagen muestra el mecanismo de reclutamiento de rizobacterias mediado por receptores MCP.
Los atractantes y repelentes externos interacttian con los receptores MCP en la membrana de la bacteria,
activando la proteina CheA a través de CheW. Esta sefial se transfiere a CheY, que, al fosforilarse,
modula el motor flagelar, alterando la direccion del movimiento de la bacteria hacia o lejos de los
estimulos quimicos. Adaptado de Zboralski & Filion, (2023) y Roujeinikova, (2017).
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1.1.2.7. Composicién del microbioma de la rizésfera

1.1.2.7.1. Alfadiversidad

La diversidad alfa permite determinar la riqueza existente en una muestra (Calle, 2019), es decir, el
numero de especies presentes en la misma. Generalmente, la riqueza observada a partir del analisis de
muestras no representa totalmente la riqueza total del entorno en donde estas fueron tomadas, por lo
que, el uso de indices posibilita la homogeneidad en los niveles de abundancia (Liu et al., 2021). Existen
varios tipos de indices para la diversidad, alfa, aunque los mas comunes corresponden a Chao, Shannon
y Simpson (Zverev et al., 2021). El indice de Shannon considera tanto la abundancia como la equidad
de las especies, mientras que el indice de Simpson pone méas énfasis en la dominancia de especies
(Willis, 2019). Por su parte, el indice de Chaol estima la riqueza de especies basandose en el nimero
de especies observadas y el numero de especies raras (Klein et al., 2021). Para evaluar la significancia
de las diferencias en la diversidad alfa entre grupos, se utilizan métodos como el ANOVA o el Kruskal-
Wallis (Willis, 2019).

1.1.2.7.2. Beta Diversidad

La diversidad beta determina aquellos cambios en la composicién y abundancia de taxones (Feranchuk
et al., 2018), al igual que, la similitud o distancia entre varias muestras o grupos de microbiomas (Liu
et al., 2021). Su analisis permite vincular la diversidad de los taxones con caracteristicas ambientales o
con el estado del hospedador (Su, 2021). Bray — Curtis, UniFrac al igual que UniFrac ponderado
permiten determinar la diversidad beta, en el caso del indice de Bray — Curtis, se establece que, cuando
la medida es igual a cero (0), las abundancias de taxones entre muestras no difieren, mientras que si es

igual a uno (1), las abundancias son distintas (J. Liu et al, 2022).

1.1.2.8. Caracterizacion del microbioma de la rizésfera

1.1.2.8.1. Tecnologia de préxima generacion (NGS)

La secuenciacion de proxima generacion (NGS) es una técnica de alto rendimiento de investigacion
genodmica que permite secuenciar masivamente millones de fragmentos de ADN de forma paralela
(Satam et al., 2023). A diferencia de otros métodos de secuenciacion como Sanger, NGS posibilita
obtener una mayor cantidad de secuencias en un menor tiempo y a un menor costo (Kumar et al., 2019).

La secuenciacion Sanger, por otro lado, es un método mas antiguo y tradicional que fue el primer
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proceso automatizado de secuenciacion de ADN. Desarrollado en 1977 y se basa en la terminacion de
cadena y permite la lectura de secuencias de ADN relativamente largas pero a un costo y tiempo
significativamente mayores en comparacion con NGS. La secuenciacion Sanger normalmente se emplea
para la validacién de secuencias obtenidas por NGS y para proyectos que no requieren la secuenciacién

masiva (Crossley et al., 2020).

De esta manera, se sabe que el desarrollo de tecnologias de secuenciacion se ha venido dando durante
las Gltimas cuatro décadas y se puede clasificar en tres generaciones. La primera generacion estuvo
representada por la secuenciacion de Sanger, que sent6 las bases para la secuenciacion del ADN. La
segunda generacion, conocida también como secuenciacion de lectura corta, introdujo la capacidad de
secuenciacién masiva en paralelo, permitiendo la secuenciacion simultanea de miles a millones de
fragmentos de ADN (Soliman et al., 2017). Entre las plataformas més utilizadas de esta generacion se
encuentra el método de secuenciacion 454 de Roche, que se basa en la pirosecuenciacion y detecta la
liberacion de pirofosfato al afiadir nucleétidos. Otras plataformas destacadas incluyen lon Torrent, que
mide la liberacién de iones de hidrégeno durante la sintesis del ADN, y la plataforma Illumina, que
emplea terminadores de tinte reversibles en su método de secuenciacién por sintesis (Satam et al.,
2023).

La tercera generacion, o secuenciacién de lectura larga, incluye tecnologias avanzadas como las de
Pacific Biosciences y Oxford Nanopore, que generan lecturas mas extensas y permiten una mejor
resolucién de regiones repetitivas y reordenamientos genémicos complejos, para genomas completos,
ofreciendo capacidades de secuenciacion de una sola molécula (Hu et al., 2021). Aungue el camino
involucre varias plataformas NGS su flujo de trabajo viene determinado por un patrén que involucra
cuatro fases: recoleccion de muestras, preparacién de la biblioteca (incluyendo la fragmentacién
aleatoria del genoma y la ligadura con adaptadores apropiados), amplificacién de la biblioteca,

reacciones de secuenciacion (usando diferentes enfoques) y finaliza con el analisis de datos (Qin, 2019).

1.1.2.8.2. Técnica de secuenciacion lllumina

La tecnologia Illumina NGS emplea un enfoque esencialmente distinto del método clasico de
terminacion de cadena de Sanger. Utiliza la secuenciacién por sintesis (SBS), que observa la
incorporacién de nucleétidos marcados mientras se copia la cadena de ADN, permitiendo la

secuenciacion en paralelo a gran escala (Illumina, 2024).
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Segun Zhang et al. (2021) el proceso de secuenciacion de Illumina implica varios pasos principales
(Ver Figura 8). Primero, se prepara una biblioteca de ADN donde el ADN del genoma se fragmenta y
se le afiaden adaptadores en ambos extremos para formar una biblioteca de ADN monocatenario
(ssDNA). Luego, esta biblioteca se afiade a una celda de flujo donde los fragmentos de ADN se unen a
la superficie de la celda. En la etapa de PCR puente, cada fragmento de ADN se agrupa y se amplifica,
formando grupos que contienen muchas copias del ADNss. Durante la secuenciacion por sintesis (SBS),
se afladen ADN polimerasa, cebadores y cuatro dNTP fluorescentes al sistema de reacciéon. Cada ANTP
tiene un grupo azida en el extremo 3' que bloquea la incorporacion de la siguiente base, permitiendo la
adicién de solo una base a la vez. Después de lavar los dNTP y la enzima sobrante, se escanean las
imagenes. Luego, se afiade un reactivo quimico para cortar el grupo azida y apagar la fluorescencia antes
de iniciar el siguiente ciclo. Finalmente, se registra la sefial fluorescente para determinar la secuencia
del ADN.
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Figura 8. Proceso de secuenciacion Illumina

Nota: El proceso de secuenciacion lllumina muestra: A) Fragmentacion del ADN y preparacion de
biblioteca. B) PCR puente. C) Sistema de secuenciacion por sintesis (SBS). D) Recepcién de sefial

fluorescente. Tomado de Zhang et al. (2021).
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Actualmente, Illumina produce una serie de plataformas (MiSeq, HiSeq y NextSeq). Especificamente,
MiSeq es un secuenciador de mesa personal lanzado en 2011, que permite completar una ejecucion en
solo cuatro horas para la secuenciacién especifica de bacterias puede generar lecturas emparejadas de
hasta 2 x 300 pares de bases (pb), lo que facilita una mayor cobertura y precisién en la secuenciacién
(Gupta & Verma, 2019). Las lecturas emparejadas ayudan a resolver secuencias complejas y regiones
repetitivas del genoma. En contraste, HiSeq 2500 es adecuado para la secuenciacion de alto rendimiento,
capaz de generar hasta 1 TB de datos en una Unica ejecucion de 5 a 6 dias (Zhang et al., 2021). Mientras
que, NextSeqg combina la flexibilidad de MiSeq con la capacidad de alto rendimiento de HiSeq,
ofreciendo tiempos de ejecucion rapidos y la capacidad de generar datos masivos en una sola ejecucion
realizando secuenciaciones de hasta 120 Gb en una Unica ejecucion permitiendo una mayor flexibilidad
en el disefio de experimentos, siendo ideal para aplicaciones como la secuenciacion del exoma completo,

transcriptomica y estudios de metagenémica (Cao et al., 2017).

1.1.2.8.3. eDNA metabarcoding

Metabarcoding corresponde a un método de evaluacion de biodiversidad en comunidades microbianas
y su composicion taxonémica a partir de muestras medioambientales (Acharya et al., 2023); a través
del uso de cebadores, amplificacion (PCR) y secuenciacion de alto rendimiento (HTS) (Semenov.,
2021). Su aplicacion permite la identificacion de microorganismos a partir de eDNA o ADN ambiental
sin recurrir a la obtencion de cultivos puros (Hamelin., 2023). La amplificacion se dirige a genes
marcadores taxonémicos conocidos como DNA barcodes, los cuales determinan taxones en base a zonas
variables y zonas conservadas, asemejandose a los codigos de barras (Francioli et al., 2021). El gen
marcador depende del tipo de microorganismo a estudiar, en hongos se utiliza la region espaciadora
transcrita interna del ribosoma nuclear (ITS) (Ohta et al., 2023), en eucariotas las regiones del gen que
transcribe para la subunidad I del citocromo c oxidasa (COI) al igual que el gen 18S (Casey et al., 2021),

y en bacterias se emplea el gen 16S rRNA (Bukin et al., 2019).

1.1.2.84. Gen 16S rRNA

La subunidad pequefia (SSU) de 30S contiene el 16S rRNA, mientras que la subunidad grande (LSU)
de 50S contiene el 5S rRNA y el 23S rRNA. Las regiones conservadas del gen 16S rRNA se indican en
azul, y las regiones hipervariables (V1 a V9) se indican en verde. Estas regiones hipervariables son
cruciales para la identificacion y clasificacion de bacterias (Church et al., 2020) (Ver Figura 9).

16S rRNA es un gen presente en procariotas, es decir tanto en arqueas como en bacterias (Hassler et
al., 2022). Codifica moléculas de ARN ribosémico, que es un componente clave de la subunidad

pequefia del ribosoma en las bacterias (Byrne et al., 2018). Para lo cual, interviene en la traduccion del
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ARN mensajero al igual que, en la sintesis de proteinas (Church et al., 2020). Cuenta con nueve
regiones conservadas/hipervariables con un tamafio de entre 1,500 y 1,600 pb que en filogenia permiten
la asignacion de perfiles taxonémicos (Hsieh et al., 2022). Las regiones mas conservadas son Utiles para
identificar taxones de alto rango, mientras que las regiones mas variables pueden ayudar a diferenciar
géneros o especies (Bukin et al., 2019). Esta caracteristica permite una clasificacion taxondmica precisa

de las bacterias mediante la secuenciacion del gen 16S rRNA (Lourenco & Welch, 2022).

Small subunit (S5 Large subunit (L5U)
305 505
s + &b
= 165 rRNA = 55 rRNA

1 = 235 rRNA

165

V1 V2 V3 V4 V3 Ve V7 V3
Regiones
conservadas

vi-wz Regiones
. hipervariables

3

vz

-

Figura 9. Estructura del gen 16S rRNA
Nota: Estructura del gen 16S rRNA en una bacteria. Adaptado de: (Lourenco & Welch, 2022).

1.1.2.85. Region V3-V4

La secuenciacion de regiones variables del gen 16S rRNA es fundamental para estudiar la ecologia
microbiana, ya que permite examinar muchas comunidades microbianas al mismo tiempo, revelando su
diversidad y funcion en distintos habitats. Aunque las técnicas actuales tienen limitaciones de longitud
de lectura, se utiliza una seccion mas corta del gen como sustituto eficiente, lo que simplifica y mejora
el estudio de la composicion y dinamica microbiana (Zhang et al., 2018).

La eleccion de la region hipervariable VV3-VV4 del gen 16S rRNA para el estudio de comunidades
microbianas se fundamenta en su capacidad para ofrecer una representacion detallada y amplia de la
biodiversidad microbiana factor critico en el anlisis de ecosistemas complejos como los suelos (Jeong

et al., 2021). Fadeev et al., (2021) destacan que, aunque otras regiones como la VV4-V5 pueden ofrecer
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ventajas en contextos particulares, como la inclusion de Archaea, la region V3-V4 es ampliamente

reconocida por su eficacia en capturar la diversidad bacteriana con una resolucién taxonémica superior.

El método por amplicdn, que se centra en la amplificacion de regiones especificas del ADN mediante
la reaccion de la cadena de la polimerasa (PCR), es ampliamente usado por su eficiencia y precision en
la identificacion y cuantificacion de especies microbianas presentes en una muestra (Taylor et al., 2020).
Esto, permite un andlisis profundo de la estructura y composicién de comunidades microbianas,
facilitando estudios de diversidad y funcion en distintos ambientes (Fadrosh et al., 2019).

Por otro lado, la secuenciacion de shotgun implica secuenciar muchos fragmentos de ADN superpuestos
en paralelo y luego usar una computadora para ensamblar los pequefios fragmentos en contigs mas
grandes y, finalmente, en cromosomas (Verce et al., 2019). Este método ofrece una vision mas amplia
y detallada del contenido gendmico total de una muestra, permitiendo no solo la identificacion de
bacterias, sino también de otros microorganismos como virus, hongos y protozoos (Li et al., 2024).
Ademas, proporciona informacion sobre la funcionalidad y el potencial metabdlico de las comunidades

microbianas analizadas (Holst et al., 2016).

16



1.1.3. Prediccidn de los perfiles metabolicos de las comunidades microbianas

1.1.3.1. Perfiles metabélicos

La prediccion de perfiles metabolicos en comunidades microbianas representa un enfoque innovador en
el campo de la ecologia microbiana, donde la integracion de herramientas avanzadas de bioinformética
y principios de biologia de sistemas facilitan la comprensiéon de las complejas interacciones entre
microbios (Douglas et al., 2020). Este proceso implica la identificacién y cuantificacion de metabolitos
enddgenos especificos, centrando su atencion en clases individuales de compuestos, tales como lipidos
polares, isoprenoides, carbohidratos y aminoacidos, o incluso en miembros de una via metabdlica
particular (Qian et al., 2022). La relevancia de este enfoque radica en su capacidad para revelar como
las comunidades microbianas influyen en los procesos ecoldgicos y biogeoquimicos del suelo,
proporcionando informacién valiosa para el manejo sostenible de ecosistemas y la mitigacion de

impactos ambientales adversos (Zhou et al., 2022).

Frente a este desafio, se han desarrollado herramientas avanzadas de prediccion funcional, como
PICRUSt2, que facilita la generacion de recuentos de genes esperados a partir de datos de amplicones
de 16S rRNA, ampliando las posibilidades de investigacion sin requerir secuenciacion directa del
metagenoma (Douglas et al., 2020). PICRUSt2 utiliza técnicas como la colocacion filogenética y la
prediccidn de estado oculto de genes y rutas metabolicas por muestra, integrando herramientas de codigo
abierto para predecir funciones gendmicas a partir de secuencias del gen 16S rRNA ambientalmente
muestreadas (Wang et al., 2022). Este avance permite realizar inferencias mas precisas sobre el
potencial funcional de las comunidades microbianas, superando limitaciones previas mediante la
expansion de su base de datos y la compatibilidad con diversas técnicas de secuenciacion (Sun et al.,
2020). Tal mejora es crucial para avanzar en estudios ecolégicos y ambientales, permitiendo una

exploracion méas profunda y precisa de las funciones microbianas en diversos habitats.
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1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general

Aplicar la tecnologia de metabarcoding 16S rRNA para el andlisis de la rizosfera de mora (R. glaucus)

en cultivos de la provincia de Tungurahua.

1.2.2. Objetivos especificos

o Describir la diversidad y abundancia de la microbiota asociada a la rizosfera de R. glaucus en
cultivos provenientes de la provincia de Tungurahua.
e Predecir el metabolismo de los taxones encontrados en el microbioma de la rizésfera asociada

a R. glaucus en cultivos provenientes de la provincia de Tungurahua.
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CAPITULO Il.- METODOLOGIA

2.1. Materiales

En el presente proyecto de investigacion, se emplearon los siguientes equipos, materiales, reactivos y

recursos informaticos presentados en las Tablas 2, 3,4y 5.

Tabla 2.

Reactivos necesarios para el desarrollo del proyecto de titulacion

Reactivos Cantidad
Phosphate-buffered saline (PBS) 1L
Etanol al 95% 100 mL
Etanol al 70% 1L

Tabla 3.

Material fungible necesarios para el desarrollo del proyecto de titulacion

Material Cantidad

Puntas de 0.5 — 10 uL con filtro 1 rack (96 unidades)
Puntas de 100 — 1000 uL con filtro 1 rack (96 unidades)
Microtubos de 1.5 mL 50

Tubos Falcon de 45 mL 50

Espatula 1

Pipetas Graduada de Vidrio de 10 mL 2

Gradilla 1

Filtro de Membrana de Microdisco de 0.45 pum 12

Frascos de Tapa Azul (500 mL) 3

Pinzas 1
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Tabla 4.

Equipos de laboratorio empleados

Equipos Cantidad

Autoclave
Balanza analitica

Cabina de flujo laminar bioseguridad 2

[ = T = =

Centrifuga

Vortex

Nevera (4°C)
Congelador (-20°C)

N =

Potenciémetro
Bomba al Vacio
Sistema de Filtracion

Micropipeta (0.5 — 10 uL)

N = T e

Micropipeta (100 — 1000 uL)

Mechero Bunsen 11

Tabla 5.

Recursos bioinformaticos empleados

Recursos Desarrollador

Base de Datos

KEGG Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, desarrollada por
el grupo del Profesor Minoru Kanehisa en el Instituto de
Ciencias Bioinformaticas de Kioto, Jap6n, comenzando su
desarrollo en 1995 (Kanehisa et al., 2014).

PKSSU4.0 Desarrollado por EzBiocloud en el afio 2018 (EzBioCloud,
2018).
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Recursos

Desarrollador

Herramientas bioinformaticas

Qiime2

Jupyter

Picrust2

R Studio

EzBiocloud

Bajo la direccion del Dr. Rob Knight, como una herramienta
avanzada para el anlisis de datos de microbioma (Bolyen et al.,
2019).

Creado por Pérez et al. (2021) y otros colaboradores como

Granger.

Equipo liderado por Gavin M. Douglas, Vincent J. Maffei, Jesse
Zaneveld, Svetlana N. Yurgel, James R. Brown, Christopher M.
Taylor, Curtis Huttenhower y Morgan G. I. Langille (Douglas
et al., 2020).

Segin RStudio (2024), fue creado J.J. Allaire quien es el
fundador de RStudio, Inc., y Joe Cheng es uno de los
desarrolladores principales

Desarrollado por el Dr. Jongsik Chun (EzBioCloud, 2018).

2.2. Métodos

La presente investigacion propuso describir la diversidad y abundancia del microbioma asociada y

predecir el metabolismo de los taxones presentes de la rizdsfera de mora (R. glaucus) de la provincia de

Tungurahua aplicando la tecnologia de secuenciacién de lllumina Miseq para analizar las secuencias de

las regiones hipervariables VV3-V4 del gen 16S rRNA. La secuenciacion de este material genético fue

llevado a cabo gracias al programa Secuencia Ecuador 2023 ejecutado por la empresa Biosequence

S.AS
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2.2.1. Descripcidn de la diversidad y abundancia del microbioma asociado a la rizésfera

de R. glaucus.

2.2.1.1. Recoleccidn y procesamiento de la muestra

La obtencion y recoleccion de las muestras se realizé basada en la metodologia de Hao et al. (2020) &

Latif et al. (2020), con modificaciones.

Para la recoleccién de muestras se tomé en cuenta a ASOPROCAMOR (Asociacién productora de
mora), quienes centran su produccion en las zonas de Tisaleo, Cevallos, y la parroquia de Huachi Grande
(Ver Figura 10), mismas que pertenecen a la provincia de Tungurahua. Por lo que, de acuerdo con las

zonas de produccion se seleccionaran seis puntos de muestreo (Ver Tabla 6).

_/ Y

Tisaleo
Cevallos

Huachi Grande

Figura 10. Ubicacion geogréfica de los puntos de recoleccion estudiados

Nota: Laimagen muestra los puntos de muestreo ubicados en la provincia de Tungurahua, Ecuador, en
las localidades de Tisaleo, Alobamba, Santa Lucia, Huachi Grande, Cevallos y Manzana de Oro. Los
puntos de muestreo estdn marcados en rojo dentro del mapa ampliado de Tungurahua, destacando las

areas especificas donde se realizaron las tomas de muestras para el estudio de la rizésfera de R. glaucus.
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Las diferentes localidades estdn coloreadas para distinguirlas: Tisaleo (P1), Alobamba (P2), Barrio
Santa Lucia (P3), Huachi Grande (P4), Cevallos (P5), Manzana de Oro (P6).

Tabla 6.

Puntos de muestreo seleccionados

Rizésfera Muestra

Identificacion  Ubicacion Provincia Coordenadas

Agricola  Compuesta

Muestra 1 MSL1 1°20'09.9"S
Punto 1 Tisaleo Tungurahua

Muestra 2 MELI1 78°38'23.0"W

Muestra 1 MSL2 1°20'08.9"S
Punto 2 Alobamba Tungurahua

Muestra 2 MEL2 78°38'22.3"W

Muestra 1 MSL3 Barrio 1°18'35.6"S
Punto 3 Tungurahua

Muestra 2 MEL3 Santa Lucia 78°38'33.7"W

Muestra 1 MSL4 Huachi 1°19'44.0"S
Punto 4 Tungurahua

Muestra 2 MEL4 Grande 78°38'52.4"W

Muestra 1 MSL5 1°20'20.8"S
Punto 5 Cevallos Tungurahua

Muestra 2 MELS5 78°38'48.5"W

Muestra 1 MSL6 Manzana 1°19'15.1"S
Punto 6 Tungurahua

Muestra 2 MEL6 de Oro 78°38'16.3"W

Nota: En cada punto mencionado en la tabla 6 se realizé dos tomas de muestras compuestas de la
rizosfera asociada a la raiz de mora, es decir, se obtuvo dos réplicas por cada punto. Fuente: Elaboracion

propia.

La recoleccion de muestras de la rizésfera se llevo a cabo excavando el suelo hasta una profundidad de
20 cm, se recogio0 la rizosfera de cada planta, aproximadamente 5 g por muestra, mediante una agitacion
vigorosa. Posteriormente, las muestras se transportaron al laboratorio en bolsas estériles y almacenadas
bajo hielo seco para su posterior analisis. Se agruparon diez muestras de rizosfera de mora de cada punto
de recoleccion para formar una muestra compuesta Unica. Posteriormente, cada muestra compuesta se
mezcl6 con 45 mL de solucion salina tamponada con fosfato (PBS) en tubos Falcon de 50 mL. Se
procedi6 a filtrar cada muestra mediante filtros de diametro de poro de 0.45 um, obteniendo la biomasa

microbiana.

El filtro con la muestra de suelo de la rizosfera obtenido en la etapa de procesamiento, se resuspendid
en un tubo Falcon con 2 mL de caldo Luria-Bertani (LB) para recuperar los microorganismos adheridos
al filtro mediante agitacion. Posteriormente, se retird el filtro del tubo Falcon una vez asegurada la

liberacion completa de su contenido. La suspension se transfirié a tubos Eppendorf y se centrifugoé a
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1000 rpm durante cinco minutos. Tras la centrifugacidn, se elimino el sobrenadante y el pellet resultante

se almacend a una temperatura de -80°C hasta la etapa de extraccion de ADN (Ver Figura 11).

.

croleccion de \ = Jtrar 12 mit tr3 con S I ke [ raspasar el mismo
Recoleccion de musstra Fiftrar la muestra con PBS Lavar el filtro de Ia aspasar el mismo

de Rizosfera muestra con LB

Extraccion de DNA Descartar el sobrenadante

con Kit de extraccion y congelar a-80°C

MiSeg-lllumina

Figura 11. Procesamiento de muestras

Nota: Elaboracién propia.

2.2.1.2. Extraccion de ADN ambiental (eDNA)

Para la extracciéon del ADN de las muestras de rizosfera se empled el protocolo del kit comercial
ZymoBIOMICS DNA kit a base de columnas para muestras de suelo (ZymoBIOMICS, 2022). Este

procedimiento fue realizado por la empresa Biosequence S.A.S.

2.2.1.3.  Amplificacion y secuenciacion del gen 16S rRNA

Este procedimiento fue realizado por la empresa Biosequence S.A.S. En el cual, se empled
secuenciacion de proxima generacion (NGS) con la tecnologia MiSeq system de acuerdo con el protocolo
presentado por Illumina. El target de amplificacion se dio en las regiones hipervariables V3 'y V4
(Hlumina, 2017). La profundidad de secuenciacidon fue de 20,000X, con el fin de obtener lecturas de 2
x 250 pb. Para amplificar las regiones hipervariables V3 y V4 se utilizaron los primers 341F:
CCTACGGGNGGCWGCAG y 805R: GACGACTACHVGGGTATCTAATCC (Bukin et al., 2019).
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2.2.1.4. Analisis Bioinformatico

Los datos que se generan de la secuenciacion se conocen como secuencias crudas y fue necesario su
procesamiento, esto fue realizado en la plataforma Ez Biocloud. Los datos sin procesar de NGS en

formato FASTA se cargaron en el sitio web de EZBioCloud (www.ezbiocloud.net) del cual se

obtuvieron los OTUs. Los datos fueron procesados a través de los canales MTP, considerando la base
de datos PKSSU4.0 (base de datos procariodtica 16S), convirtiéndose en unidades de datos Ilamadas
MTPs. Posteriormente, los MTPs se compararon en conjuntos para realizar analisis de indices de

diversidad alfa, beta y perfiles metabdlicos (Ver Figura 12).
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Figura 12. Proceso de analisis y comparacion de perfiles taxondmicos

Nota: Adaptado de EZBioCloud (2024).

2.2.15. Determinacion de Alfa y Beta diversidad

Para el andlisis de diversidad alfa, se determinaron los indices de Shannon, Simpson, la riqueza de
especies y Chaol. Posteriormente, se generaron matrices de diversidad beta y se calcularon las distancias
de beta diversidad utilizando la funcion vegdist de la biblioteca Vegan, especificando la métrica de Bray-
Curtis. Se realiz6 un andlisis de permutaciones multivariantes (PERMANOVA) utilizando la funcion

Adonis para evaluar la influencia de factores especificos en la diversidad beta a un nivel de significancia
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http://www.ezbiocloud.net/

del 95%. Para visualizar los resultados, se llevé a cabo un analisis de componentes principales (PCoA)
y se graficaron los resultados utilizando ggplot2. Estos analisis fueron realizados en la plataforma de R
Studio.
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2.2.2. Prediccion del metabolismo de los taxones encontrados en el microbioma de la

rizésfera asociada a R. glaucus.

2.2.2.1. QIIME2

Para la prediccidn del perfil metabdlico se utilizé QIIME 2. Las secuencias crudas fueron importadas y
evaluadas para control de calidad dentro del entorno de trabajo Conda, adaptado a Linux, que permitid
una mayor adaptacion del pipeline QIIME. (Thompson et al., 2022) Dentro de este entorno se recurrio
al uso de dos algoritmos, el primero, giime2.Metadata que asegura la disponibilidad de los metadatos y
el segundo, demux_actions, que importa las secuencias demultiplexeadas en formato

CasavaOneEightSingleLanePerSampleDirFmt.

El control de calidad primario se baso6 en evaluar e identificar las pares de bases de baja calidad tanto en
las lecturas forward y en las lecturas reverse para evitar una tasa de fusion baja y por tanto perdida de
informacion. (Abellan et al., 2021) Para lo cual se tomé como archivo de entrada (input) las secuencias
demultiplexeadas que se cargaron en la etapa anterior para examinarlas mediante la extension DOKDO
y obtener un grafico de control de calidad.

Seguido para el denoising y eliminacion de secuencias quiméricas Se estableci6 el limite de corte para
las lecturas forward y reverse de acuerdo con la puntuacion obtenida en la etapa de control de calidad,
para posteriormente super posicionarlos. A través del paquete DADA2 se redujo el ruido y se eliminaron
las secuencias quimeéricas, se realizé la agrupacién o clustering en ASVs y se cortaron los primers de

amplificacion.

La clasificacién taxondmica de los ASVs se realizé mediante la anotacién comparativa con la base de
datos Silva para la region V3 y V4. En la etapa de filtracién se eliminaron aquellos contigs que se
fusionaron pero que no pertenecen al gen 16S rRNA, entre ellos cloroplastos y mitocondrias.
Finalmente, para predecir las vias metabodlicas, se llevaron a cabo cuatro etapas: colocacion de
secuencias, prediccion de genomas en estado oculto, prediccion del metagenoma y predicciones a nivel

de via, comparando con genomas completos de la base de datos KEGG.

2.2.2.2. EzBioCloud

Para la prediccion de perfiles funcionales las secuencias preprocesadas se asignaron taxonémicamente
mediante la base de datos de EZBioCloud, comparando las secuencias con las referencias disponibles
para determinar los taxones presentes en las muestras. Posteriormente, las secuencias asignadas

taxondmicamente fueron normalizadas a un tamafio de genoma 16S rRNA para cada taxon utilizando
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las herramientas de PICRUSt, lo cual permitié predecir las abundancias de genes funcionales en las
comunidades microbianas basandose en la informacion de la base de datos de KEGG. Asi, se generaron
perfiles metabolicos prediciendo la presencia y abundancia de vias metabdlicas en las muestras
analizadas. Finalmente, los perfiles metabolicos predichos fueron exportados y visualizados utilizando
el software STAMP, que facilitd la comparacién estadistica y la visualizacion grafica de los perfiles
metabolicos entre diferentes muestras o condiciones experimentales, mediante graficos de barras,
diagramas de dispersion y diagramas de caja. Este enfoque permitié una estimacion detallada de las
funciones metabolicas potenciales presentes en las comunidades microbianas estudiadas y proporcion6
una comprension clara de las capacidades metabdlicas de los microorganismos en diferentes contextos.
Adicionalmente, se utilizd6 RStudio para facilitar el proceso de andlisis y visualizacion de datos. Se
emplearon paquetes especificos como 'phyloseq’ para el analisis de datos microbiolégicos y 'ggplot2'
para la visualizacion gréafica. Para la creacion de mapas de rutas metabolicas especificamente, se
utilizaron los paquetes 'KEGGREST' para acceder a la base de datos KEGG, 'pathview' para la
integracion y visualizacion de datos en el contexto de las vias metabolicas, y 'dplyr' para la manipulacion

de datos.
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CAPITULO II1.- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Diversidad y abundancia de la microbiota asociada a la rizosfera de R. glaucus en cultivos

provenientes de la provincia de Tungurahua.

El andlisis mediante MTPs generado a través de la plataforma EZ Biocloud permiti6 obtener un total de
reads validos a partir de la secuenciacidn de alto rendimiento, mismos que fueron asignados a un rango
de entre 2,400 y 3,706 OTUs para cada una las 12 muestras provenientes de la rizosfera de R. glaucus
(Ver Tabla 7), al evaluar el Good’s coverage o el nivel de cobertura alcanzado se evidencié que, todas
las muestras tienen un porcentaje mayor al 90 %, siendo que el valor minimo fue de 90.99 % y el maximo
de 96.71 %, de modo que, todas las muestras tiene gran representacion microbiana, debido a que entre
mayor es el valor de good’s coverage, existe mayor posibilidad que las especies presentes en las

muestras se han identificado en al menos una ocasion.

Los resultados de good’s coverage se confirman mediante la curva de alfa rarefaccion (Ver Figura 13),
ya que inicialmente se evidencié un comportamiento exponencial en la cantidad de OTUs asignadas a
medida que se incrementa la cantidad de reads, el cual cambi6 a un comportamiento constante después
de los 18,002 reads, en otras palabras, se evidencid la formacion de una meseta de saturacion. De acuerdo
con Kazou et al. (2022), esta tendencia muestra que se ha logrado capturar la mayor parte de diversidad
en base a la profundidad de secuenciacion empleada. De tal modo que, para el andlisis de los indices de
diversidad se normalizaron las 12 muestras hasta aquel punto de saturacion, ya que, aunque se
incremente la cantidad de reads la asignacién de OTUs no sera de gran significancia (Mousa et al.,
2024).

Tabla 7.

Caracteristicas de las muestras de suelo analizadas

ID 5;03; frincl?g;(t')rr; Fuente Ubicacion OTUs cg\?gri;e
RS M1 rlzi:]f’e'ﬁ o Tisaleo 2400 94.50 %
R M2 _Suelo  Alobamba 3697 93.85 %
“165 M eteic Lum 2% %521%
2333241(\3/;0 M4 rizigi?élfico Huachi Grande 3046 96.71 %
23(%54123@0 M5 rizigi?élfico Cevallos 2968 92.81 %
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Codificacién Good’s

ID Fuente Ubicacion OTUs
de la muestra coverage
Barrio
2312 e M6 _Suelo Manzana de 3706 93.46 %
006-16S rizosférico Oro
231124-WC- Suelo .
007-165 M7 rizosférico 1 15a1€0 3639 93.24 %
231124-WC- Suelo
008-16S M8 rizosférico  A\obamba 3413 93.21 %
231124-WC- Suelo Barrio Santa .
009-16S M9 rizosférico Lucia 3361 91.15%
231124-WC- Suelo . .
010-16S M10 Fi70SFRriCo Huachi Grande 3015 90.99 %
231124-WC- Suelo
011-16S M1l rizosférico Cevallos 3060 92.91 %
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Figura 13. Curva de alfa rarefaccion

Nota: La grafica muestra la relacion entre la cantidad de OTUs obtenidos de acuerdo con la cantidad de
reads que se generaron en el proceso de secuenciacion, la cual se encuentra normalizada a una cantidad

de 18002 reads. Fuente: Elaboracidn propia.

Los indices de Shannon y Simpson permitieron evaluar la diversidad alfa para cada uno de los 6 puntos
de muestreo en base a la asignacién de OTUs, siendo que, los dos indices mostraron diferencias
significativas tanto para la diversidad, riqueza, asi como para la uniformidad de las especies asociadas

a la rizosfera de cultivos de mora, diferencias que se pueden notar mediante los diagramas de cajas (Ver
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Figura 13), asi como para los valores promedios para cada punto (Ver Anexo 3). La diversidad alfa
bacteriana expresada como la diversidad de Shannon y Simpson de los genes 16S rRNA de las muestras
se correlacionaron inversamente coincidiendo con los estudios realizados por Baeshen et al. (2023) en

plantas de Tamarix aphylla y Halopeplis perfoliata.
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Figura 14. Indicadores de diversidad alfa

Nota: Diversidad alfa de las comunidades microbianas en los cultivos de mora en diferentes
ubicaciones. Se analizan los indices de diversidad Shannon y Simpson, y el p-valor se determina
mediante la prueba de Wilcoxon rank-sum test con un nivel de significancia del 95%. (A) indice de
Shannon indica que las muestras pertenecientes a Cevallos, Manzana de Oro, Huachi Grande y Barrio
Santa Lucia tienen alta diversidad y equitatividad, mientras que Tisaleo presenta mayor variabilidad y
Alobamba tiene menor diversidad. (B) indice de Simpson indica que las mismas ubicaciones tienen baja

dominancia de OTUS, sin embargo, Tisaleo y Alobamba muestran una mayor dominancia relativa.

El indice de Shannon basa su resultado de acuerdo con la riqueza existente a nivel de taxones, asi como

en la uniformidad que presenten los microorganismos que pueden ser agrupados dentro de aquellos
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taxones Kers & Saccenti. (2022), entre mayor sean los valores para dicho indice, se puede asumir que
las comunidades microbianas son mayormente consistentes (Brisson et al., 2019), en el contexto de los
resultados obtenidos en la presente investigacion (Ver Figura 14), se encontré que, Cevallos
corresponde al punto con mayor riqueza y uniformidad en los microorganismos identificados pues cada
una sus réplicas alcanzaron valores superiores a 7 (7.02 — 7.24 respectivamente), no tan distantes, se
encuentran Manzana de Oro (7.04 — 6.63), Huachi Grande (6.99 — 6.80 y Santa Lucia (6.68 — 6.93)
presentando diferencias de hasta aproximadamente 0.60 para dicho indice. Un comportamiento similar
fue reportado por Wang et al. (2023), donde el indice de diversidad Shannon fue superior en localidades

con mayor diversidad de especies en comparacion con aquellas con dominancia de unas pocas especies.

Sin embargo, al comparar estos 4 puntos con Tisaleo y Alobamba se puede evidenciar variaciones de
mayor significancia, en primer lugar, Alobamba es el punto con la menor media de acuerdo con el indice
de Shannon evidenciado en su grafica de cajas y bigotes (Ver Figura 14), lo que es consistente con cada
una de sus réplicas, pues mostraron valores moderadamente separados a los puntos restantes (6.20 —
6.26). Por otra parte, Tisaleo es el Unico punto con un comportamiento atipico al evidenciado en la
presente investigacion, ya que a pesar de que sus réplicas corresponden a un mismo punto no presentan
un indice de Shannon similar o al menos cercano (5.39 — 7.35), en donde aunque la segunda réplica
presenta el mayor valor de las 12 réplicas la primer no lo hace, de hecho, es la réplica con menor riqueza,
comportamiento gque influye directamente en el diagrama de cajas final, pues se observa que es el punto

gue mas alejados tiene a sus cuartiles inferior y superior de la media.

Walters & Martiny (2020) encontraron que, al analizar suelos correspondientes tanto a ambientes
forestales como agricolas el indice de Shannon variaba significativamente de acuerdo con el factor del
pH, de modo que, dicho factor podria ser uno de los posibles diferenciadores para el bajo indice de
Shannon obtenido en Alobamba. Al ser una zona de cultivo agricola constantemente se encuentra bajo
practicas de cuidado, entre ellos la agregacion de materia organica, fertilizantes entre otro bioinsumos,
los cuales se aplican con el fin de mejorar el rendimiento en produccion de R. glaucus, no obstante,
colateralmente se varia el pH del suelo, que ya se ha demostrado que puede cambiar la composicion
taxondmica en la rizésfera (Wang et al., 2020). La medicion de este parametro dentro de la presente

investigacion seria de gran ayuda para dilucidar correctamente la influencia del pH.

En contraparte, Willis (2019) describe que, el indice de diversidad alfa puede verse afectado por sesgos,
pues no corresponden a métricas observadas con precision, de hecho, se debe considerar que pueden
darse errores de medicion. Entre ellos, se puede mencionar efectos del tipo de muestreo aplicado, sesgo
por el procesamiento de muestras al igual que el efecto del procesamiento bioinformatico (Feranchuk
et al., 2018). Por tanto, la forma en como se tomaron las muestras de rizésfera, como fue su

secuenciacion, asi como la forma en cdmo se las proceso mediante el pipeline Ez Biocloud podria

32



explicar la variacion significativa de aproximadamente 0.96 encontrada en los indices de las réplicas de
Tisaleo. Finalmente, se considera como fuente de variacion para los distintos indices de Shannon
obtenidos en los 6 puntos seleccionados al metabolismo de las plantas, que a pesar de pertenecer a una
misma especie, estas pueden tener metabolismos distintos, que se puede evidenciar a la composicion del
exudoma (exudados radiculares), las diferencias en la composicidn del exudoma pueden cambiar la
nivel de respuesta microbiana a desencadenar por parte de las plantas (Zverev et al., 2021), teniendo

una mayor o menor composicion taxonémica que sin duda se evidenciara en los indices de diversidad.

Meena et al. (2017) detallan que, la composicion al igual que la concentracion de los exudados radicales
se encuentran en dependencia del genotipo, asi como de la etapa del crecimiento de la planta, incluso,
al formar parte de un microbioma vegetal también se ve afectado por las condiciones y variables tanto
bidticas como abidticas. Es por tal razon que, existen un gran interés en cribar y caracterizar
microbiomas asociados a las plantas, ya que no todas pueden desencadenar reacciones quimicas para
atraer taxones benéficos a sus fitobiomas en la misma medida (Chen & Liu, 2024).

Por su parte, el indice de diversidad Simpson, que da mas peso a las especies dominantes y mide la
probabilidad de que dos individuos seleccionados al azar pertenezcan a la misma especie (Wei et al.,
2021), muestra variaciones significativas en las diferentes localidades estudiadas. Cevallos presenta un
indice de Simpson cercano a 0.00, lo que refleja una alta diversidad de especies en esta localidad. En
contraste, Tisaleo muestra el valor mas alto en el indice de Simpson, aproximadamente 0.040, indicando
la menor diversidad de todas las localidades. Esto sugiere que en Cevallos no hay dominancia extrema

de unas pocas especies, mientras que en Tisaleo, una o0 pocas especies dominan significativamente.

Mientras que, Manzana de Oro, Huachi Grande y Barrio Santa Lucia presentan indices de Simpson de
alrededor de 0.01. Estos valores son superiores a los de Cevallos, pero inferiores a los de Tisaleo,
indicando una diversidad media — baja en estas localidades. La comparativa sugiere que, aunque hay
una mayor dominancia de unas pocas especies en Manzana de Oro, Huachi Grande y Barrio Santa Lucia
en comparacion con Cevallos, estas localidades ain mantienen un nivel razonable de diversidad en
comparacion con Tisaleo. A pesar de las diferencias entre muestras, no se puede asumir que la gran
diversidad encontrada en la rizésfera de Cevallos se asocie necesariamente al microbioma radicular de
R. glaucus, pues como menciona Gupta et al. (2022) préacticas agricolas tales como la aplicacion de

abono o estiércol pueden aumentar la diversidad bacteriana.

Alobamba, con un indice de Simpson de alrededor de 0.02, presenta una diversidad moderada. En
comparacion con Tisaleo, Alobamba tiene una comunidad algo mas diversa, pero sigue siendo menos
diversa que Cevallos. Este valor de Alobamba es también superior al de Manzana de Oro, Huachi Grande

y Barrio Santa Lucia, aunque solo ligeramente, indicando una dominancia de unas pocas especies, pero
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con una mayor diversidad. Segin Wang et al. (2016) la textura y humedad del suelo son factores que
afectan su variabilidad, lo que conduce a cambios en la diversidad bacteriana, y estan significativamente
relacionados con el indice de Simpson. Estos factores podrian explicar en parte las diferencias

observadas en la diversidad microbiana en la rizosfera entre las localidades estudiadas.

En general, el analisis de los indices de diversidad Shannon y Simpson demuestra variaciones
significativas en la diversidad, riqueza y uniformidad en las diferentes localidades estudiadas. Los
valores de diversidad observados en las diferentes localidades muestran diferencias sustanciales,
respaldadas por la prueba estadistica de suma de rangos de Wilcoxon, que indica diferencias
significativas en los indices de diversidad entre las localidades con un p-value < 0.05 (Ver Figura 14).
Asi también, se evidencia la necesidad de correlacionar los indices de diversidad evaluados frente a una
meta data mas compleja, especificamente una que se encuentre asociada a las propiedades
fisicoquimicas del suelo rizosferico, que den una explicacion mas detallada a las variaciones

taxonomicas.

PCoA with PCOA Status

0.25

Location
g‘:‘_‘\ Alobamba
B 0.05 * | Barrio Santa Lucia
9 U Cevallos
: 0.00 e J Huachi Grande
(ri) * | Manzana de Oro

0.05 Tisaleo

PC1 (30.135%)

Figura 15. Diversidad beta en base al anélisis de coordenadas principales

Nota: Analisis de coordenadas principales (PCoA) para la evaluacion de la diversidad beta en la
composicion microbiana de la rizosfera en los seis puntos de analisis a nivel de especie, se toma como

pardmetro la disimilitud de Bray — Curtis.
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El indice de disimilitud Bray-Curtis, visualizado mediante el diagrama PCoA (Ver Figura 15), permitio
determinar la variacion en la composicion de especies en los 6 puntos de andlisis. Este parametro es
altamente sensible a las abundancias relativas al comparar las OTUs de cada punto (Modin et al., 2020).
Entre la coordenada del eje X y el Eje Y se agruparon el 49.10 % de los cambios en la composicién
microbiana, al tomar en cuenta que, en la presente investigacion se estudia la diversidad microbiana en
cultivos de R. glaucus en varios puntos, se evidencia que la variabilidad por ubicacién puede explicarse
mediante el 30.135%, revelando asi tres tipos de agrupaciones, la primera agrupacion, situada en la zona
central izquierda del gréfico, incluye los puntos de Cevallos, Huachi Grande, Santa Lucia y la segunda
réplica de Tisaleo, la segunda agrupacion, ubicada en la zona inferior derecha, que estd compuesta por
las dos réplicas pertenecientes a Alobamba y la tercera agrupacion, localizada en la zona superior
derecha, consiste en la réplica restante de Tisaleo.

Resultados que se comprueban mediante la agrupacion UPGMA (Ver Anexo 5), el cual consiste en un
tipo de método de agrupamiento jerarquico para interpretar la matriz de distancias mediante el uso de

ligamiento promedio (Jiang et al., 2021). Mediante este observa que la composicién microbiana es

similar en las réplicas por cada uno de los puntos analizados, sin embargo, esta tendencia no se observo

en las réplicas de Tisaleo, sugiriendo que existe alguna fuente de variacion en su microbiota

Se ha evidenciado que, el pH es uno de los factores que al igual que en la diversidad alfa logra variar la
diversidad beta, debido a que su variacion puede afectar procesos metabélicos de las comunidades
bacterianas, procesos que estan implicado en la viabilidad de crecimiento y reproduccién, de modo que
la estructura y composicion microbiana diferira si este factor sufre cambios significativos. (Pu et al.,
2023) De modo que, se podria colocar a este factor nuevamente como fuente de variabilidad que, en
caso de ser cierto coincidiria con la variacion identificada para una de las réplicas del punto de Tisaleo
gue al igual que en el PCoA también presenta diferencias significativas al compararse con el resto de

los puntos.

Por otra parte, Alobamba vuelve a mostrar diferencias a nivel de diversidad beta, no obstante, a
diferencia de Tisaleo sus réplicas si se encuentran relacionadas por cercania, esto se evidenci6 en la
rizésfera asociada a Scutellaria tsinyunensis, en donde a pesar de que todas las plantas pertenecian a la
misma especie bajo condiciones fisico quimicas similares se evidenci6 valores distintos de diversidad
beta, en esta situacion se noté que, el factor de variabilidad correspondia al area de poblacién de la
planta. (Xu et al., 2022) La presente investigacion tomo areas estandarizadas para todos los cultivos, sin
tomar en cuenta la extension total del mismo, por ende, este puede ser un factor determinante y por tanto
de sesgo que pudo averse presentado en Alobamba, sin duda, requeriria realizar un nuevo muestreo

adaptado a este hallazgo de la literatura y confirmar su influencia.
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Finalmente, Wang et al. (2022) describe como la diversidad beta puede variar de acuerdo a la edad de
las plantas, ya que, las distintas sus distintas definen su afinidad por ciertos taxones, en su estudio
demuestran que las plantas de Cunninghamia lanceolate presentan diversidades beta menores a medida
gue estas envejecian, por tanto, se presume que algunas de las plantas de R. glaucus que fueron
seleccionadas aleatoriamente podian encontrarse en edades distintas y su requerimiento microbiano
también diferia, siendo asi un posible causante para las variaciones de Alobamba con el resto de puntos,
e incluso para la variacion atipica presentada para la réplica 1 de Tisaleo. Premisa que se confirmaria
mediante una evaluacién metagenémica de acuerdo con el estado de crecimiento controlado en plantas

de mora.

Aunque, el PCoA muestra diferencias entre los puntos ya mencionados, la prueba de significancia
PERMANOVA (Ver Anexo 4) da a notar que a un nivel de significancia del 95 %, las permutaciones
realizadas entre la comparacién de cada uno de los puntos las variaciones a composicion no son
significativas, ya que en ningin momento el valor de p-value en ningln caso supera al 5%, por tanto, el
30.135 % que demuestra la variabilidad de acuerdo a la locacién no es lo suficientemente influyente
para que se concluya que tanto las comunidades microbianas de las réplicas y de los puntos difieren en

gran medida, aunque si podrian hacerlo si el nivel de significancia se incrementan.

Alobamba Cevallos Huachi Grande Manzana de Oro  Santa Lucia Tisaleo

Phylum
B Acinovacteria
Bacteroidetes
Chlamydiae
- Chloroflexi
. Firmicutes

75%
- _ _ Gemmatimonadetes
B nitrospirae

50% .- -
Others

25% . Planctomycetes

Proteobacteria
. Verrucomicrobia

[100% -

Relative abundance (%)

I S — N S
(0, - —

Location

Figura 16. Niveles de abundancia relativa

Nota: Composicion taxonémica a nivel de Filo identificadas en la rizdsfera de los seis puntos de

muestreo, se presentan aquellos taxones que contengan un limite de prevalencia mayor o igual al 1%
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(cut off >1%), mientras que aquellos taxones que presentaron una abundancia menor al limite de

prevalencia se agruparon en la seccion Others.

La agrupacion y el anélisis de las OTUs permitid establecer la composicién microbiana en dos niveles
taxondmicos representados mediante gréaficas de abundancia relativa, a nivel de filo (Ver Figura 16) y
a nivel de clase (Ver Anexo 5), los taxones representativos se determinaron de acuerdo a un limite de
prevalencia o limite de abundancia minima de corte (Cut off) del 1%, de modo que, para el primer nivel
taxondmico se establecio la presencia media de 11 filos con mayor abundancia para los 6 puntos de
cultivo y sus respectivas réplicas, a partir de los cuales se identificaron 25 clases. Los filos con mayor
predominancia constan de Proteobacteria (37 %), Firmicutes (16 %), Actinobacteria (17 %),
Planctomycetes (8 %), Acidobacteria (8 %), Chloroflexi (3 %), Bacteroidetes (5 %), Verrucomicrobia
(2 %), Gemmatimonadetes (1 %), Chlamydiae (1 %) y Nitrospirae (1%). De acuerdo con Chen et al.
(2021), estos taxones tienden a estar presentes en altas prevalencias al caracterizar microbiomas del

suelo y la rizésfera de las plantas.

A pesar de que los filos identificados se encuentran dentro del limite de prevalencia del 1 %, se evidencia
que tres de ellos (Proteobacteria, Firmicutes y Actinobacteria) abarcan mas del 60 % de la abundancia
relativa total en cada una de las réplicas de cada punto de muestreo. Mhete et al. (2020) explican que,
los miembros que hacen parte del filo Proteobacteria comunmente muestran mayor prevalencia en
ecosistemas agricolas, suelos salinos, suelos semiaridos y al igual que la zona de estudio de la presente
investigacion en rizosferas. Su presencia indica gran capacidad fotosintética (Wei et al., 2018), asi
también, sus linajes se inmiscuyen en los ciclos biogeoquimicos del nitrégeno, carbono y azufre (Chen

et al., 2023), procesos Utiles para la nutricion de R. glaucus.

Por otra parte, se ha reportado la dominancia de Firmicutes a nivel de filo en distintos tipos de
hospedadores, entre ellos Oryza sativa (Zhang et al., 2019) asi como Triticumaestivum L. (Fan et al.,
2017), y mediante la presente investigacion ya se la puede reportar en la especie R. glaucus presente en
la provincia de Tungurahua. La literatura ademas menciona que, su abundancia relativa tiende a
mantenerse representativa no solo en la zona rizosférica de las plantas, sino también en la end6sfera
radicular (Kumar et al., 2012), ademas que, dicha abundancia podria incrementarse cuando el entorno

de crecimiento afronte condiciones de sequia (Xu et al., 2018).

Encontrar miembros de este filo al estudiar microbiomas asociados a zonas agricolas es de gran
importancia ya que tienen la capacidad de generar esporas latentes con gran resistencia, las cuales se
pegan y protegen a las células vegetales bajo condiciones de estrés biético tal como radiacion y aumento

de temperatura (Bandopadhyay & Shade, 2024). Los autores Hashmi et al. (2020) detallan que
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Firmicutes acta a modo de promotor del crecimiento vegetal (PCV), los cuales se encuentran bajo

investigacion para implementarlos dentro de procesos biol6gicos de agricultura sostenible.

Al igual que los dos filos anteriores, Actinobacteria es un taxdn bacteriano con gran predominancia a
nivel de rizdsfera en varios tipos de plantas ya que sus miembros tienen la capacidad de utilizar los
nutrientes producidos por las plantas con el fin de promover el crecimiento vegetal. (Narsing et al.,
2022) Su presencia es de gran importancia en la rizosfera debido a su capacidad de producir enzimas,
vitaminas al igual que metabolitos con propiedades antibacteriales, antifingicas y antivirales a favor del
huésped. (Elshafie & Camele, 2022) Las Actinobacterias también influyen dentro del ciclo de
nutrientes y en areas de cultivo, su predominancia se relaciona con una buena calidad del suelo al igual

que con el rendimiento de produccion de cultivos (Siddharthan et al., 2022).

Jiang et al. (2017) llevaron a cabo un estudio similar a la presente investigacion en la locacién de Lishui,
Nanjing, China, en donde mediante el cultivo de plantas de mora (Rubus spp.) en una misma zona bajo
las mismas condiciones se obtuvo que los principales perfiles taxondmicos a nivel de filo fueron
Acidobacteria, = Gammaproteobacteria,  Alphaproteobacteria,  Actinobacteria,  Chloroflexi,
Betaproteobacteria, Bacteroidetes y Gemmatimonadetes. Evidenciando la ausencia de filos como
Firmicutes o taxones con menor abundancia como Verrucomicrobia, Planctomycetes, Chlamydiae y
Nitrospirae encontrados en la especie R. glaucus, lo que puede verse influenciado por la variacion de la

zona geografica o incluso la especie de la planta puede determinar tendencia hacia ciertos taxones

En este estudio, se utilizo el upset plot (Ver Figura 17) para analizar las intersecciones de especies de
comunidades bacterianas en las diferentes muestras de rizésfera de mora R. glaucus. Este enfoque
permite visualizar las similitudes y diferencias entre las diversas comunidades microbianas presentes en
las muestras, presentando una vision detallada de su diversidad y estructura. Se presenta una interseccion
significativa en todas las muestras con 28 elementos compartidos, 1o que sugiere que las muestras
comparten condiciones ambientales o tratamientos similares, resultando en perfiles microbianos
comparables. Un comportamiento similar reporta Oliveira et al. (2024) en su estudio de caracterizacion
de los agrosistemas del archipiélago de Madeira donde sea evidenciado que comunidades microbianas
de nichos ecoldgicos similares mantienen una tendencia considerable de superposicion en sus

composiciones microbianas.

Las intersecciones menores, que abarcan entre 1y 3 elementos compartidos, indican una alta diversidad
y especificidad en las comunidades microbianas. Esta variabilidad puede ser atribuida a diferencias en
factores ambientales tales como tipo de suelo, condiciones de salud de la planta, y niveles de humedad,
que afectan significativamente a la composicion microbiana (Mousa et al., 2024). Se ha demostrado en

estudios previos que incluso ligeras variaciones en las condiciones ambientales pueden resultar en
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composiciones microbianas distintas debido a la especificidad de nicho y las interacciones entre especies
microbianas (Tang et al., 2020). Por ejemplo, las variaciones en la humedad del suelo, la disponibilidad
de nutrientes y los niveles de pH pueden influir significativamente en la diversidad y composicién
microbiana (Cui et al., 2023).

Por otro lado, la alta diversidad observada en las numerosas intersecciones pequefias en el sugiere una
amplia gama de nichos microbianos. Esta diversidad es crucial para comprender los roles ecolégicos de
los microorganismos en la salud y el desarrollo de las plantas. Estudios recientes de comunidades
microbianas, han destacado la importancia de la diversidad microbiana en el funcionamiento del

ecosistema y el ciclado de nutrientes (Langille et al., 2013).

Intersection Size

mi2

60 40 20 0
Set Size

Figura 17. Distribucion de especies microbianas en diferentes muestras rizosféricas de R. glaucus

Nota: El UpSet plot resume la presencia de especies entre las 12 muestras (M1 a M12) para identificar
similitudes y diferencias en la composicion de especies. El grafico de barras horizontal en la parte
inferior izquierda muestra el nimero total de especies presentes en cada muestra. Los circulos en la
matriz de cada panel representan las partes Unicas y comunes en las secciones de los diagramas de Venn
(especies Unicas y compartidas). Los circulos conectados indican una cierta interseccion de especies
entre las muestras. El grafico de barras en la parte superior de cada panel resume el nimero de especies

para cada combinacién Unica o superpuesta de muestras.
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Core Microbiome
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Figura 18. Core Microbiome

Nota: Abundancia de los ASVs que conforman el core microbiome para la rizésfera de R. glaucus en

las 12 réplicas.

El Core Microbiome (microbioma central) (Ver Figura 18), definido como conjuntos de
microorganismos que forman ndcleos de interacciones que pueden usarse para optimizar las funciones
microbianas a nivel de plantas individuales y ecosistemas (Toju et al., 2018), se refiere al conjunto de
plantas y microorganismos que se encuentran consistentemente en una muestra 0 en conjunto de
muestras (Dong et al., 2022), en este caso, en diferentes localidades de muestras rizosféricas de mora
R. glaucus, lo que es importante porque estos microorganismos pueden jugar roles criticos en la salud y
funcionamiento de las plantas, como la promocién del crecimiento, la proteccion contra patogenos y la
mejora de la absorcion de nutrientes. En las plantas, el microbioma central se forma debido a la seleccion
natural y adaptacion de ciertos microorganismos que prosperan en el entorno especifico de la rizosfera
de la planta (Kumar et al., 2023).

A nivel de ASVs se identifico, seis géneros y dos familias presentes en todas las localidades
muestreadas. Los géneros identificados son Microvirga, Hyphomicrobium, Bacillus, Novosphingobium,
Devosia y Skermanella. Las familia identificada es Micrococcaceae. La presencia consistente de estos

microorganismos en todas las localidades sugiere que forman parte del core microbiome de la rizosfera
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de R. glaucus de cultivos provenientes a seis puntos pertenecientes a la provincia de Tungurahua. Estos
microorganismos desempefian funciones cruciales, como es el caso del género Microvirga en su
capacidad para fijar nitrégeno lo que ayuda a mejorar la disponibilidad de este nutriente esencial para
las plantas. La fijacién de nitrégeno es crucial en suelos pobres en este elemento, siendo promotor del
crecimiento vegetal (Jiménez et al., 2019).

Por su parte, Hyphomicrobium, contribuye a la degradacion de compuestos organicos y participa en
procesos como la desnitrificacion, que es crucial para la regulacion del nitrégeno en el suelo, destacando
su capacidad para utilizar compuestos de metanol y su papel en la modulaciéon de la comunidad
microbiana del suelo (Yousaf et al., 2024). Ademaés, Bacillus es conocido por su capacidad para
promover el crecimiento de las plantas a través de la produccion de fitohormonas involucradas en los
procesos de germinacion de semillas, iniciacion de flores, expansion de hojas, elongacion de tallos, o
desarrollo de flores y frutos (Tsotetsi et al., 2022), y por su capacidad de mejora en la absorcion de
nutrientes y la resistencia a estreses ambientales, jugando un papel esencial en la salud y productividad
de las plantas (Hashem et al., 2019).

El género Novosphingobium incluye cepas bacterianas capaces de degradar una amplia gama de
compuestos aromaticos xenobiéticos, y es, por lo tanto, se considera un género importante en diversas
aplicaciones de biorremediacion (Krishan et al.,2017). Ademas, Devosia es conocido por su papel en
la fijacién de nitrogeno y su capacidad para promover el crecimiento de las plantas, la micorrizacion y
la acumulacion de N mejorando asi la fertilidad del suelo y la productividad de las plantas (Zhang et
al., 2024). Skermanella, por su parte, incluye bacterias que tienen la capacidad de degradar compuestos
organicos y participar en la mineralizacion de nutrientes, lo que mejora la disponibilidad de estos para

las plantas, favoreciendo asi su crecimiento (Ajilogba et al., 2022).

La familia Micrococcaceae es conocida por su capacidad para descomponer materia organica y
participar en el biocontrol de patdgenos del suelo, promoviendo la salud de las plantas. Estas bacterias
desempefian un papel crucial en la mineralizacion de nutrientes y la degradacion de compuestos
organicos complejos, mejorando la fertilidad del suelo y la salud general de la planta (Dubey et al.,
2022). De esta manera, cada uno de estos microorganismos y familias identificadas en el core
microbiome de R. glaucus juega un papel vital en la promocién del crecimiento vegetal, la proteccion
contra patégenos y la mejora de la absorcion de nutrientes, subrayando la importancia de estos

microorganismos en la salud y productividad de las plantas.
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Figura 19. Especies representativas en muestras rizosféricas de R. glaucus.

Nota: Abundancia de especies microbianas en diversas muestras de rizosfera de mora. Los valores de
abundancia representan el promedio de las réplicas para cada muestra, mostrando las diferencias en la
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composicién microbiana entre distintas localidades de muestreo. El heatmap utiliza un gradiente de
color, donde el azul indica baja abundancia y el amarillo alta abundancia, para visualizar las variaciones
relativas de cada especie microbiana. Los colores en el heatmap indican la abundancia relativa de cada

especie, con un gradiente que va de azul (baja abundancia) a amarillo (alta abundancia).

Ademas, se ha encontrado gque las comunidades microbianas son influenciadas significativamente por
el sitio de muestreo (Adedayo et al., 2022). Este hallazgo se refuerza en la identificacion de especies
bacterianas (Ver Figura 19), que muestra patrones de abundancia similares. Por ejemplo, especies como
S. viridis, O.lutimaris y B. thermocloacae mostraron alta abundancia en maltiples muestras, lo que
indica que estas especies pueden ser dominantes en la rizdsfera de la mora bajo ciertas condiciones

ambientales.

Asimismo, especies como Pseudomonas sp. y P. glaciei presentaron patrones de abundancia especificos
a ciertas muestras, sugiriendo una preferencia por condiciones ambientales particulares o interacciones
especificas con la planta huésped. De la misma manera, se reveld variaciones significativas en la
composicién microbiana entre diferentes localidades en las que se destacan, Cevallos 1, Santa Lucia 1
y Manzana de Oro 1, destacando cémo factores ambientales locales, como el tipo de suelo y las

condiciones climaticas, pueden influir en la estructura de las comunidades microbianas.

Para entender los niveles en abundancia de las especies identificadas se realiz6 una agrupacion en 4
categorias: cultivables, no cultivables, patégenos y benéficos (Ver Tabla 9). Las especies cultivables
en condiciones de laboratorio son aquellas que presentan requerimientos nutricionales y ambientales
gue pueden ser replicados facilmente en un entorno controlado. Entre las especies cultivables mas
importantes destacan Pseudomonas sp., B. simplex, S. scabiei, y P. aurescens. La viabilidad de estas
especies para crecer en laboratorio ha permitido su utilizacién en una variedad de estudios, pues como
lo respalda Vincze et al. (2024) estas especies han demostrado su papel crucial en la promocién del

crecimiento de las plantas y la proteccidn contra patégenos del suelo.

Es asi, que los microorganismos como principal biota del suelo, desempefian un papel fundamental en
la restauracion del ecosistema terrestre (Koskey et al., 2021). La introduccién de microorganismos
beneficiosos promueve la adaptabilidad al estrés adverso al mejorar la fertilidad del suelo, inhibir los
patégenos e inducir resistencia sistémica (Vincze et al., 2024). Entre estos microorganismos
beneficiosos, especies como Pseudomonas y Bacillus, tienen un gran potencial en la promocién del
crecimiento de las plantas y la remediacion del suelo (Wang et al., 2022). Por su parte, S. scabiei (cepas
no patégenas) es conocida por su capacidad para sintetizar una amplia gama de compuestos organicos
bioactivos que provocan efectos directos o indirectos sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas y

sus propiedades antimicrobianas (Khan et al., 2023).
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Ademas, P. agglomerans ha mostrado eficacia en la inhibicion de patdégenos de plantas como resultado
de la produccion de antibidticos, mecanismos de competencia o de induccion de resistencia de las plantas
(Dutkiewicz et al., 2016). En conjunto, el uso de estos microorganismos no solo optimiza el rendimiento
de los cultivos, sino que también contribuye a la salud del ecosistema agricola, reduciendo la necesidad
de fertilizantes y pesticidas quimicos y promoviendo précticas agricolas mas sostenibles (Nadarajah &
Abdul, 2023).

Gran parte de las especies de las comunidades bacterianas identificadas mediante la amplificacion del
gen 16S rRNA no son viables para el cultivo en condiciones de laboratorio, debido a que los medios no
logran simular las condiciones ideales o minimas para su crecimiento, asi también el cultivo en placa
puede causar tal nivel de estrés que impide su proliferacion (Fleischmann et al., 2021). En la rizosfera
de R. glaucus, las especies no cultivables corresponden a S. viridis, O. luteolus, B. thermolactis, R.
sedimentorum, C. subterminale, N. ginsenosidimutans, Pseudomonas sp., S. liquefaciens, M.
farcinogenes, E. gerundensis, Acinetobacter sp. NEGF, P. stackebrandtii, B. simplex, E. undae y
Psychrobacter sp (Ver table 8). Estas especies estan implicadas en la degradacion de compuestos
organicos y xenobiéticos, en la fijacion y transformacion de nitrégeno, implicados en la fitopatégena
(Parra et al., 2023; Mehmood et al., 2023), de hecho, B. simplex y Psychrobacter sp. se dan lugar
cuando las condiciones del entorno son extremas o frias (Rodrigues et al., 2009), mientras que, B.
japonicum y P. corrugata son indice de la existencia de relaciones simbiéticas entre plantas y

microorganismos. (Egamberdieva et al., 2018)

Para la ultima clasificacion “especies patdogenas” se dividio en dos subclases patogenas para plantas y
para humanos. Para el caso de los fitopatégenos, se tiene que la réplica 1 de Huachi Grande muestra
gran abundancia para S. liquefaciens, el cual es un patdgeno oportunista que puede causar pudricion en
los tejidos vegetales (Khalifa, 2022). Cevallos 1 y Santa Lucia 1 demuestran evidencia en E.
gerundensis, mismo que segun la literatura menciona que puede ser usado como microorganismo de
biocontrol frente a infecciones fangicas (Gnonlonfoun et al., 2024). En el caso de especies patdgenas
hacia humanos, se evidencia que Santa Lucia tiene gran abundancia de M. farcinogenes, mismo que
causa infecciones en la piel (Cheng & Lee, 2022). Huachi Grande presenta S. liquefaciens, el cual causa
infecciones nosocomiales (Ikumapayi et al., 2016). Finalmente, para Manzana de Oro 1 se identifico

A. veronii, causante de infecciones gastrointestinales (Xia et al., 2021).
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Tabla 8.
Clasificacion de especies segln su viabilidad de cultivo, patogenicidad y beneficios para la planta R.

glaucus

Cultivable No cultivable
(laboratorio) (laboratorio)

Especie Patégeno Benéfico

Saccharomonospora viridis

Oceanobacillus luteolus

Bacillus thermotolerans

Romboutsia sedimentorum

Acidibacter sp. PAC002618

Clostridium subterminale

Serratia plymuthica

Enterobacteriaceae sp.

Novosphingobium
ginsenosidimutans

Aeromonas veronii

Aeromonas hydrophila

Pseudomonas sp.

Gener of Planctomycetaceae
FJ542983

Gener of Planctomycetaceae
GQ263926

Povalibacter uvarum

Serratia liquefaciens

Mycobacterium farcinogenes

Streptomyces scabiei

Paenarthrobacter aurescens

Acinetobacter albensis

Psychrobacillus psychrodurans

Planomicrobium stackebrandtii
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Cultivable

Especie (laboratorio)

No cultivable
(laboratorio)

Patogeno

Benéfico

Planomicrobium glaciei

Acinetobacter sp. NGEF

Carnobacterium iners

Trichococcus flocculiformis

Bacillus infernus

Pedobacter panaciterrae

Carnobacterium gallinarum

Sphingobacterium faecium

Rahnella woolbedingensis

Buttiauxella gaviniae

Rouxiella chamberiensis

Romboutsia sp. EOU89965

Erwinia billingiae

Pantoea agglomerans

Bacillus simplex

Exiguobacterium undae

Planomicrobium koreense

Exiguobacterium sibiricum

Family of Actinomarinoles
FJ542993

Methylocella silvestris

Fluviicola sp.

Carnobacterium mobile

Psychrobacter sp. JP50978

Psychrobacter faecalis

Chryseobacterium treverense
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Cultivable No cultivable

(laboratorio) (laboratorio) Patogeno Benéfico

Especie

Psychrobacter immobilis

Planomicrobium okeanokoites

Arthrobacter globiformis

Psychrobacter vallis

Nota: Esta tabla clasifica las especies identificadas en el heatmap segun su capacidad de ser cultivadas
en condiciones de laboratorio, su patogenicidad para plantas y humanos, y sus beneficios para las
plantas. Las especies marcadas como "cultivables" son aquellas que pueden ser facilmente cultivadas en
laboratorio, mientras que las "no cultivables" presentan dificultades para ser cultivadas en dichas
condiciones. Las especies patdgenas son aquellas que pueden causar enfermedades en plantas o
humanos. Las especies benéficas son aquellas que promueven el crecimiento y la salud de las plantas

mediante diversos mecanismos biolégicos.
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3.2. Perfiles metabdlicos de los taxones encontrados en el microbioma de la rizosfera asociada a

R. glaucus en cultivos provenientes de la provincia de Tungurahua

La rizosfera de las plantas es un entorno dinamico donde las interacciones entre las raices y la microbiota
del suelo desempefian un papel crucial en la salud y la productividad de las plantas (Chauhan et al.,
2023). Para determinar las funciones metabdlicas que tienen las bacterias presentes en la rizésfera de
las plantas de mora, se identificaron las rutas metabdlicas presentes en las poblaciones bacterianas que
forma parte de la microbiota de la rizésfera de las plantas analizadas, para esto se realizé un andlisis de
prediccion de comunidades utilizando la herramienta bioinformatica PICRUSt, que mediante la
prediccion de genes y genomas comparados con la base de datos de Kyoto (KEGG), logré predecir un
total de 425 perfiles metabdlicos asociadas al microbioma rizosférico para R. glaucus (Ver Anexo 6).

Mediante el entorno de EZ Biocloud se analizd aquellos perfiles para determinar diferencias
significativas entre los diferentes puntos de muestreo utilizando la prueba Krustal — Wallis, a lo que se
obtuvo que los 6 puntos y sus 2 réplicas superan el p-value de 0.05, de modo que, se establece que no
existe diferencias significativas a nivel de perfiles metabdlicos. Se procedi6 a comparar las dos réplicas
para cada punto con el fin de establecer si existe diferencias a nivel metabdlico, para lo cual se emple6
la prueba de significancia de G-test (w/Yates”)+Fisher’s, a dos lados con un valor P<0.0.5, el cual es
adecuado para comparar dos réplicas de un mismo punto (Chung et al., 2019), se evidencié que no
existen gran cantidad de rutas metabdlicas con variabilidad y que las mismas acercaban su p-value a
cero de modo que la variabilidad era minima. Por ende, se presentan las principales clasificaciones de
las rutas metabdlicas, en donde, se evidenciaron 8 agrupaciones principales de acuerdo con la funcién

metabolica que estas cumplen (Ver Figura 20).

Las 425 rutas metabdlicas estan divididas en el Metabolismo de Aminoacidos, metabolismo de
carbohidratos, biosintesis de pared celular, metabolismo energético, metabolismo de cofactores y
vitaminas, metabolismo de nucledtidos, biodegradacion de metabolitos y xenobi6ticos entre otras, las
cuales se agruparon como Miscellaneous Metabolism pathways, las cuales representan rutas que no se
encuentran en gran abundancia y generalmente, son rutas intermedias que dan como resultado las 7 rutas

antes mencionadas.

El metabolismo de los carbohidratos representados por el color azul tiene relacion directa con una
diversidad funcional consistente, ya que investigaciones como la de Huang et al. (2024) identificaron
que, el metabolismo de carbohidratos muestra que los microorganismos presentes en la rizésfera tienen
la capacidad de utilizar el carbono secretado a través de las raices en forma de exudados como sustrato.

Por otra parte, Jiang et al. (2021) describe que, las plantas logran moldear el ensamblaje de su
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microbioma radicular a través de este perfil metabolico, estructurando su composicion taxondémica a

conveniencia de la planta.

Una tendencia similar sucede en el caso del metabolismo de aminoacidos (Color celeste), ya que este es
la prueba de la interaccion existente entre las plantas y su microbioma radicular, las plantas utilizan la
secrecion de aminoacidos para atraer microorganismos mutualistas, de hecho, estas comunidades
microbianas tienen la capacidad de manipular el metabolismo de la planta con la finalidad de aumentar
la produccion de aminoacidos. (Moormann et al., 2022) Asi también, el metabolismo de aminoacidos
le permite diferenciar a la planta entre microorganismos comensalitas y patégenos, ya que pueden
identificar variaciones especificas en la forma en como los microorganismos metabolizan los
aminoacidos exudados, permitiéndole identificar especies patdgenos. (Liu et al., 2021) Las rutas
implicadas en la biosintesis de pared celular (Color verde claro) estan relacionas a aquellas rutas
precursoras para la formacién de peptidoglucano, asi como de otros componentes celulares que protegen
a ciertos grupos de bacterias del estrés ambiental, su presencia puede indicar procesos de alargamiento
y division celular (Radkov et al., 2018). Mismos que se dan lugar en gran medida en la rizdsfera.

El metabolismo energético (representado por el color verde oscuro) engloba aquellas vias que le
permiten a las comunidades bacterianas obtener energia a partir de varios sustratos, tales como
glucolisis, metabolismo de polisacéridos, aminoécidos, nucledtidos, cofactores y vitaminas (Li et al.,
2021), mismos que son exudados a partir de las raices. Finalmente, las rutas implicadas en el
metabolismo de xenobidticos (Color anaranjado oscuro) guardan relacion con la presencia de sustancias
extrafias generalmente contaminantes, al tomar en cuenta los entornos agricolas estos compuestos
pueden englobar a pesticidas y detergentes (Salem et al., 2017), los cuales al ser agregados en areas de
cultivos pueden influir directamente sobre la composicion y riqueza microbiana, frente a este tipo de
estrés se da lugar la rizoremediacion (Cesco et al., 2021), en donde la microbiota convierte los

compuesto xenobidticos en compuesto organicos no toxicos (Jaiswal & Verma, 2016).
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Classification of metabolic pathways

Amino Acid Metabolism
. Carbohydrate Metabolism
Cell Wall Biosynthesis
. Energy Metabolism
Metabolism of Cofactors and Vitamins
. Miscellaneous Metabolism
Nucleotide Metabolism
- Xenobiotics Biodegradation and Metabolism

Relative abundance (%)

Sampling points

Figura 20. Abundancia a nivel de contribuciones relativas

Nota: En este grafico se muestra la abundancia relativa de diversas categorias funcionales en muestras
de pl a pl2, representadas por colores: Metabolismo de Aminoacidos (celeste), Metabolismo de
Carbohidratos (azul), Biosintesis de Pared Celular (verde claro), Metabolismo Energético (verde
oscuro), Metabolismo de Cofactores y Vitaminas (rosa), Metabolismo de Miscellaneous (rojo),
Metabolismo de nucleétidos (tomate claro) y Biodegradacion y metabolismo de xenobidticos (tomate
oscuro). Este gréfico ilustra como varian las funciones metabolicas microbianas en las distintas

muestras, proporcionando una vision comparativa de sus contribuciones funcionales.

El metabolismo de los carbohidratos, representado por los segmentos de color naranja se consideran
como la clasificacion con mayor abundancia para cada uno de los puntos, lo que indica una alta
prevalencia de vias involucradas en la descomposicion y utilizacion de carbohidratos, que es esencial
para la produccion y almacenamiento de energia en las comunidades microbianas (Berg et al., 2020).
El metabolismo de los aminoacidos (representado por segmentos azules) muestra una variacion
significativa entre las muestras, se videncia que esta clasificacion es mas prominente en las muestras p1,
p3, p5y p7 en comparacion con otras. Esta variacién podria deberse a diferencias en la composicion
microbiana o factores ambientales que influyen en la demanda de sintesis y degradacion de aminoacidos
(Fierer et al., 2017).

La presencia de los segmentos marrones (metabolismo energético) muestra una abundancia constante
en cada uno de los puntos, su r abundancia sugiere que las vias de produccion de energia son
universalmente importantes para la supervivencia y actividad de las comunidades microbianas en la

rizdsfera. A estas les siguen las rutas implicadas en la biosintesis de metabolitos secundarios y la
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biodegradacidn de xenobioticos, los cuales muestran mayor variabilidad entre las muestras, lo que indica

gue la produccion de metabolitos secundarios y la capacidad de degradar xenobidticos podrian ser

funciones mas especializadas, lo que potencialmente refleja las presiones selectivas o roles ecoldgicos

Unicos en cada ambiente (Tringe et al., 2021). ElI metabolismo de los nucledtidos es relativamente

menos abundante, aunque esta presente en todas las muestras. Esta categoria funcional es crucial para

la sintesis de ADN y ARN, ya que refleja los procesos celulares basicos necesarios para el crecimiento

y la replicacion microbiana (Schonknecht et al., 2023).

Adicional, se presenta un heatmap que evidencia el filtrado de las 15 rutas metabolicas mas abundantes

en contribuciones relativas por cada replica de cada punto, dando un total de 34 rutas metabdlicas (Ver

Figura 21).
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Figura 21. Heatmap a nivel de contribuciones relativas
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Nota: El heatmap muestra las vias metabdlicas predominantes en el microbioma de la rizésfera asociada
a R. glaucus en cultivos de la provincia de Tungurahua. Las columnas (M1-M12) representan distintas
muestras ambientales, mientras que las filas corresponden a diversas vias metabdlicas. Los colores
varian de verde a rosa, indicando la abundancia relativa de cada via: el verde indica alta abundancia y
el rosa baja abundancia. Las vias como la biosintesis de nucleétidos y el ciclo del TCA son
particularmente abundantes en ciertas muestras, sugiriendo una actividad metabdlica intensa en estos
procesos. Este analisis facilita la comparacion de la diversidad funcional entre diferentes muestras y
puede ayudar a entender como las comunidades microbianas contribuyen a la salud y productividad del

ecosistema de la rizosfera.

Las muestras se agruparon en dos clUsteres principales: el primero incluye las muestras M4, M10, M1,
M3, M9y M11, y el segundo agrupa las muestras M2, M5, M6, M8, M7 y M12. La alta diversidad y
funcionalidad observada en las comunidades microbianas de la rizésfera de R. glaucus destaca la
complejidad y adaptabilidad del microbioma del suelo. Entre las vias metabdlicas mas abundantes y
destacadas se encuentra la biosintesis de nucleétidos de adenosina, que es crucial para la sintesis de
ATP, la principal molécula de energia en las células (Witte & Herde, 2020). La alta presencia de esta
via en las muestras M4, M10, M1, M3, M9 y M11 sugiere una comunidad microbiana activa en la
provision de energia y soporte del crecimiento de celular. Pues, el ATP es vital para multiples procesos
celulares, incluyendo el transporte de nutrientes y la sintesis de macromoléculas esenciales (Trivedi et
al., 2020).

Por otro lado, la degradacion de inosina 5'-fosfato y la biosintesis de urato, procesos clave en el
metabolismo de las purinas, también se destacan en estas muestras (Carrascosa et al., 2023). Estos
compuestos son importantes para la regulacién de la energia celular y la sefializacién, y su alta actividad
indica una eficiente gestion de compuestos nitrogenados, lo cual beneficia a la planta al proporcionar
metabolitos esenciales y facilitar el reciclaje de nutrientes (Mendes et al., 2013; Fei et al., 2022).

Otra via importante es la -oxidacion de acidos grasos, fundamental para la degradacion de lipidos y la
produccion de energia. Esta via es crucial para la adaptacion de las bacterias a condiciones de estrés y
la provision de energia durante periodos de baja disponibilidad de carbohidratos. La alta expresion de
esta via sugiere una comunidad microbiana adaptada a la utilizacién eficiente de recursos energéticos
(Goepfert & Poirier, 2007).

Ademas, la biosintesis de aminoacidos aromaticos como la fenilalanina, el triptéfano y la tirosina es
notable en estas comunidades (Agull6 et al., 2017). Estos aminoacidos son precursores de varios
metabolitos secundarios que desempefian roles cruciales en la defensa de la planta y la comunicacion

planta-microbio. Estas rutas estan involucradas en la degradacion de compuestos aromaticos, lo cual es
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crucial para la detoxificacion y el reciclaje de materia organica en los suelos (Agull6 et al., 2017;
Ladino et al., 2016).

La via de las pentosas fosfato (rama no oxidativa) es otra ruta clave identificada, necesaria para la
generacion de NADPH vy ribosa-5-fosfato, esenciales para la biosintesis de nucleotidos y &cidos
nucleicos. Segun Ponomareva et al. (2024) la produccion de NADPH es vital para las reacciones de
reduccion en la biosintesis de lipidos y otros metabolitos importantes. La alta actividad de esta via en
ciertas muestras indica un entorno microbiano que favorece la sintesis de estos compuestos esenciales

para el crecimiento y desarrollo de la planta (Xu et al., 2024).

La alta diversidad funcional observada en las comunidades microbianas de la rizosfera de mora destaca
la complejidad y adaptabilidad del microbioma del suelo. La variaciéon en la expresion de vias
metabolicas sugiere que las comunidades bacterianas estan adaptadas a condiciones especificas del suelo
y desempefian roles complementarios en la nutricién y defensa de la planta. Estos hallazgos son
consistentes con estudios previos que muestran como las condiciones del suelo y la gestion agricola
afectan la composicion y funciones del microbioma rizosférico (Hartman et al., 2018). De esta manera,
la promocion de una microbiota rizosférica diversa y funcional puede mejorar la salud y productividad
de los cultivos (Jacoby et al., 2017). Précticas como la aplicacién de enmiendas orgéanicas, la rotacion
de cultivos y el uso de inoculantes microbianos especificos podrian ser estrategias efectivas para
fomentar comunidades microbianas beneficiosas en la rizosfera (Liu et al., 2020).
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CAPITULO IV.- CONCLUSIONES

La aplicacidn de la tecnologia de metabarcoding 16S rRNA en la rizésfera de cultivos de R. glaucus
permitio caracterizar la composicidn de la microbiota asociada a estos cultivos dentro de seis puntos
de la provincia de Tungurahua, dando como resultado una alta diversidad microbiana con
variaciones tanto significativas como no significativas entre las diferentes localidades, lo que
subraya la especificidad del huésped vegetal, las practica antropogeénicas y la influencia de factores
ambientales locales en la composicion microbiana. La correcta generacion de este conocimiento
puede ser empleado para mejorar las estrategias de manejo agricola, optimizando la productividad
de los cultivos y contribuyendo a la sostenibilidad ambiental. Ademas, los perfiles funcionales
predichos sugieren que el microbioma vegetal de zona rizosférica tienen funciones cruciales en la

promocion del crecimiento vegetal y la proteccion contra patégenos.

La descripcion de la diversidad y abundancia de la microbiota asociada a la rizésfera de R. glaucus
revel6 una amplia gama de taxones bacterianos afines, destacando la predominancia de
Proteobacteria, Firmicutes y Actinobacteria como filos principales. Las comunidades microbianas
mostraron variaciones significativas entre los diferentes puntos de muestreo, evidenciadas mediante
las métricas de diversidad alfa y beta, los indices de Shannon y Simpson mostraron que Alobamba
presentd los niveles mas bajos de riqueza, mientras que, Tisaleo presentd una separacion
significativa entres sus réplicas, por otra parte, el indice de Bray — Curtis mostro que Cevallos,
Huachi Grande, Santa Lucia, Manzana de Oro y la segunda réplica de Tisaleo tenian similitud en
sus composiciones, al igual que las dos réplicas de Alobamba, no obstante, se present6 variabilidad
en composicion para la primera réplica de Tisaleo, lo que sugiere una considerable influencia de las
condiciones ambientales locales como las condiciones fisicoquimicas de suelo y el clima, incluso

de la forma que se realiz6 el muestreo.

La prediccion del metabolismo de los taxones presentes en la rizosfera de R. glaucus identifico rutas
metabdlicas cruciales para el crecimiento y desarrollo de las plantas, incluyendo la degradacion de
compuestos aromaticos y la sintesis de metabolitos esenciales. Los perfiles metabolicos predichos
indicaron una alta actividad en vias relacionadas con la biosintesis de lipidos, nucleétidos y otros
compuestos importantes, sugiriendo que las comunidades bacterianas estan adaptadas a condiciones
especificas del suelo y desempefian roles complementarios en la nutricién y defensa de la planta.
Estos resultados destacan el potencial de utilizar précticas agricolas como la aplicacion de
enmiendas organicas y el uso de inoculantes microbianos para fomentar comunidades microbianas

beneficiosas en la rizésfera
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ANEXOS
Anexo 1.
Control de calidad para la preparacion de librerias

Nombre Concentracion
# BioSequence ID de Fuente Integridad (Ng/uL) Cumple

Muestra
1 231124-WC-001-16S MSL_001 Suelo OK 32,00 Si
2 231124-WC-002-16S MSL_002 Suelo OK 35,00 Si
3 231124-WC-003-16S MSL_003 Suelo OK 66,00 Si
4 231124-WC-004-16S MSL_004 Suelo OK 40,00 Si
5 231124-WC-005-16S MSL_005 Suelo OK 40,00 Si
6 231124-WC-006-16S MSL_006 Suelo OK 30,00 Si
7 231124-WC-007-16S MEL_001 Suelo OK 60,00 Si
8 231124-WC-008-16S MEL_002 Suelo OK 58,00 Si
9  231124-WC-009-16S MEL_003 Suelo OK 30,00 Si
10 231124-WC-010-16S MEL_004 Suelo OK 47,00 Si
11 231124-WC-011-16S MEL_005 Suelo OK 30,00 Si
12 231124-WC-012-16S MEL_006 Suelo OK 39,00 Si

Nota: La concentracion de ADN para cada una de las muestras es mayor a 20 ng/u, de modo que su

integridad es adecuada para el posterior analisis bioinformatica.

Anexo 2.

Parametros para preparacion de librarias para el proceso de secuenciacion

Concentracién

# BioSequence ID indices Banda (bp) (ng/ul) Cumple
1 231124-WC-001-16S C-N701 C-5513 ~630 304,00 OK
2 231124-WC-002-16S C-N701 C-Sh15 ~630 276,50 OK
3 231124-WC-003-16S C-N701 C-S516 ~630 295,00 OK
4 231124-WC-004-16S C-N701 C-Sb17 ~630 316,00 OK
5 231124-WC-005-16S C-N701 C-Sh18 ~630 345,50 OK
6 231124-WC-006-16S C-N701 C-5520 ~630 286,00 OK
7 231124-WC-007-16S C-N701 C-S521 ~630 352,50 OK
8 231124-WC-008-16S C-N701 C-5522 ~630 217,00 OK
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9  231124-WC-009-16S C-N702 C-S513 ~630 114,00 OK

10 231124-WC-010-16S C-N702 C-S515 ~630 199,00 OK
11 231124-WC-011-16S C-N702 C-S516 ~630 248,50 OK
12 231124-WC-012-16S C-N702 C-S517 ~630 171,00 OK

Nota: Cada muestra cuenta con aproximadamente 630 pb y con concentraciones mayores a 10 ng/ul, de

modo que la preparacion de librerias a partir de la muestras rizosféricas es adecuada.

Anexo 3.
indices de diversidad alfa

) Phylogenetic
Sample name Shannon Simpson ) ]
Diversity

Cevallos — M1 7.24 0.00 4698
Manzana de Oro — M1 7.04 0.00 4414
Tisaleo — M2 7.35 0.00 4705
Alobamba — M2 6.26 0.01 3999
Santa Lucia — M2 6.93 0.00 4358
Huachi Grande — M2 6.80 0.01 4706
Cevallos — M2 7.02 0.00 4336
Manzana de Oro — M2 6.63 0.01 4015
Huachi Grande — M1 6.99 0.00 4117
Santa Lucia — M1 6.68 0.01 4129
Alobamba — M1 6.20 0.02 3836
Tisaleo — M1 5.39 0.04 3428
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Anexo 4.

Test de significancia PERMANOVA

pseudo-F  p-value g-value
Mora Tisaleo 1.150 N.S (0.333) N.S (0.333)
Moras Alobamba 1.564 N.S (0.333) N.S (0.333)
Moras Manzana de ——g - B i Santa 1564 N.S(0333) NS (0.333)
Oro .
Lucia
Moras Huachi Grande 1.224 N.S (0.333) N.S (0.333)
Moras Cevalllos 1.293 N.S (0.333) N.S (0.333)
Moras Alobamba 1.195 N.S (0.333) N.S (0.333)
Moras Barrio Santa 1.142 N.S (0.333) N.S (0.333)
Mora Tisaleo Lucia
Moras Huachi Grande 1.135 N.S (0.333) N.S (0.333)
Moras Cevallos 1.185 N.S (0.333) N.S (0.333)
Moras Barrio Santa 1.691 N.S (0.333) N.S (0.333)
Lucia
Moras Alobamba ~“Nioras Huachi Grande  1.895  N.S (0.333)  N.S (0.333)
Moras Cevallos 1.818 N.S (0.333) N.S (0.333)
Moras Barrio Moras Huachi Grande 1.422 N.S (0.333) N.S (0.333)
Santa Lucia Moras Cevalllos 1.493 N.S (0.333) N.S (0.333)
Moras Huachi Moras Cevalllos 1.298 N.S (0.333) N.S (0.333)

Grande

Nota: Sintesis de los resultados obtenido mediante el Analisis multivariado permutado de la varianza
(PERMANOVA) a un nivel de significacion del 95%, los resultados se obtuvieron al configurar seis

sets de acuerdo con los puntos de andlisis conformado por dos MTPs de acuerdo con sus réplicas.

78



Anexo 5.

Método de grupos de pares no ponderados con media aritmética (UPGM)

Tree scale: 0.1 +

Tisaleo - R1

[ Alobamba - R1

L Alobamba - R1
Huachi Grande - R1

Huachi Grande - R1
Tisaleo - R2
Manzana de Oro - R2
Manzana de Oro - R2
Santa Lucia - R2
Santa Lucia - R2
Cevallos - R2
Cevallos - R2

—
—

Nota: Arbol de agrupamiento o clustering tree construido de acuerdo con las distancias de disimilitud

de Bray — Curtis, el cual muestra la similitud en composicion entre réplicas y entre puntos.

Anexo 6.

Niveles de abundancia relativa a nivel de clase

B

Relative abundance (%)

R1

R1 R2 R2 R1 R2
100% =,
TS%I I I I I

R1 R2 R1 R2 R1 R2

Class
I Acidimicrobiia MarineActino_c
. Actinobacteria_c Negativicutes
. Alphaproteobacteria . Nitrospira_c
B sacn Others
50% . ¥ . ' "
. Blastocatellia . Planctomycetia
Clostridia Rubrobacteria
— ) i
. Cytophagia . Spartobacteria
5% — L] e Deltaproteobacteria . Sphi iia
- - I - . Flavobacteria Thermoleophilia
--- - | E a [l Themomicrobia
_— -- —— ] ‘ Gemmatimonadetes_c Verrucomicrobiae
o e e —
= B s B | coorrc I v
' ' ' ! ' ) ' ' ' !

Tisaleo Alobamba Santa Lucia Huachi Grande Cevallos Manzana de Oro

Location

Nota: Composicion taxonémica a nivel de clase identificadas en la rizésfera de los seis puntos de

muestreo, se presentan aquellos taxones que contengan un limite de prevalencia mayor o igual al 1%

(cut off >1%), mientras que aquellos taxones que presentaron una abundancia menor al limite de

prevalencia se agruparon en la seccion Others.
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Anexo 7.

Prediccion completa de los perfiles metabdlicas para cada réplica.

I Tisaleo Alobamba  Santa Huachi Cevallos Manzana Tisaleo Alobamba San'Ea Huachi Cevallos Manzan
Pathway Description . Grande Lucia Grande ade
1 1 Lucia 1 1 deOro 1l 2 2 2
1 2 2 Oro 2
N10-formyl- 659 9046,72 4537,06 8513,92 20630, 20345,9 8176,01
1CMET2-PWY tetrahydrofolate " 9936,948 ' ' 10431,08 11967,11 ' 11067,87 ' ™ 11992,37 '
. - 02 3 7 4 27 6 2
biosynthesis
3-
HYDROXYPHE 4-
NYLACETATE hydroxyphenyla 1939,1 2136.964 1254,09 484,923 726.6148 1967874 457,505 2089.364 4122,6 4367,36 1693,865 1420,71
- cetate 75 3 4 3 68 5 8
DEGRADATIO degradation
N-PWY
AEROBACTIN aerobactin 114,73 8,07202 39,1869 1388,4 93,8926 172,617
SYN-PWY biosynthesis 85 161,3835 3 64,5644 27,60204 425,2126 9 0,0 29 9 189,4602 5
ALL- superpathway of
CHORISMATE-  chorismate 2020 2774866 214489 108393 5156451 5791500 29074% 5710007 10325 742929 749 g9 342482
. 87 1 9 5 31 8 5
PWY metabolism
ANAEROFRUC homolactic 12053, 7347,37 4599,22 20431, 16737,4 7615,07
AT-PWY fermentation 82 9082,27 7 3 9660,537 11021,89 8557,12  10015,9 96 5 11412,8 4
ANAGLYCOL glycolysis 11 8614,16 5197,83 10228,5 24415, 21072,3 8872,82
YSIS-PWY (from glucose) 13903  10306,51 8 9 12213,86 13443,36 A 11552,35 4 5 13481,88 1
superpathway of
ARG+POLYAM arginine and 3292,3 3567,27 2465,83 4782,46 12374, 10239,1 4155,44
INE-SYN polyamine 16 4532,041 9 5 6105,302 6766,08 5 4928,101 65 1 6478,442 6
biosynthesis
superpathway of
L-arginine,
ARGDEG-PWY putrescine, and 409,13 1038,617 32,9474 275,688 2909421 1687859 137,971 267,6356 4885,0 880,153 856.5164 765,434
4- 25 4 3 3 73 5 5
aminobutanoate
degradation
arginine,
ARGORNPROS ornlthlr}e and 2020,1 3089,838 2043,74 823,445 1837.616 3814,756 1096,09 3506302 73106 6569,20 2285115 2257,22
T-PWY proline 18 1 5 7 4 7

interconversion
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L-arginine

ARGSYN-PWY  biosynthesis | ~2°0% 947643 801454 436L70 1059995 114548 801964 1999540 2119 199897 4 0793 774395
; eSS 15 2 6 9 13 5 9
(via L-ornithine)
ARGSYNBSUB , L-rginine 00 9521,68 4698,08 9332,80 22605, 21272,6 8382,25
biosynthesis 11 ' 10433,09 ' 7% 10094,67 12239,17 Y 11970,62 ! © 11845,29 !
-PWY 64 7 6 3 69 4 8
(acetyl cycle)
ARO-Pwy ~ chorismate - 16940, yyq5 0, 986229 529678 55985 1341002 101445 1p7a5gp 24316 228563 1g5504, 912425
biosynthesis | 08 6 4 3 86 4 3
superpathway of
ASPASN-pwy  L-aspartateand 70605 0. 320359 172104 o oo oo oro 234940 oo oo 82962 868862 oo o, 369616
L-asparagine 39 7 1 2 89 2 2
biosynthesis
L-arginine )33 3 1326,79 417,277 523,159 3622,8 6861,98 1404,62
AST-PWY  degradation II ° 2368,653 ' ' 732,8376  2497,334 ! 2762,723 ’ ¥ 1583,814 !
22 4 3 8 6 7 5
(AST pathway)
BIOTIN- biotin 7078,2 5750,04 2918,76 5827,14 14645, 171816 5372,57
BIOSYNTHESI . . “ 612,161 ' % 6780175 8856,178 % 7833524 ’ © 7444692 !
S-PWY biosynthesis | 15 4 3 1 19 9 4
BRANCHED-  superpathway of
CHAIN-AA-  branched amino 21;22' 1354438 12597,7 6565'20 1658124 1721581 138?}0’2 15905,43 325;’8' 287g9*6 17451,82 11431*4
SYN-PWY acid biosynthesis
CALVIN-pwy Calvin-Benson- 17538, 10041 31 967607 91938 1540700 1371203 103984 1199360 29212 516470 1380049 919943
Bassham cycle 97 9 1 99 9
CATECHOL- catechol
ORTHO- degradationto  1066,5 384,360 2003,1 3905,00 1130,43
CLEAVAGE. prvny ; 168041 1098 770 8146354 1339432 547,78 2488409 DT 116974 g
PWY ketoadipate
benzoyl-CoA
CENTBENZCO  yoiradation 1l 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,6 0,0 416 00 0,0 0,0
A-PWY :
(anaerobic)
CENTFERM- pyruvate 446,74 644,556 757,047 3547,9 222283 1217,94
fermentation to % 2241027 386,169 O 1516,496  1862,559 ! 239,7313 ’ ©%1020,935 !
PWY Dot 81 9 3 83 6 1
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CHLOROPHYL

chlorophyllide a
biosynthesis |

139,51

3,46578

87,5712

9,2902

133,973

L-SYN (aerobic, light- 5 28,22175 0,0 2 113,5427 171,4652 1 69,22768 31 7 156,85 0,0
dependent)
COA-PWY c_oenzyme_A 16088, 9502.865 8882,04 4791,65 116003  12203,08 9583,40 10888,87 21918, 20939,6 12372.3 8130,28
biosynthesis | 39 1 1 8 55 6 3
adenosylcobala
COBALSYN- min salvage 28418 3597,48 1892,70 3868,58 10286, 10293,9 3532,14
PWY from cobinamide 07 3949,32 5 7 5469,342 5217,937 5 5166,278 47 8 5217,34 5
[
reductive acetyl
CODH-PWY  coenzyme A 10019 4ozsaes 375931 208696 ;04 141 5ggepan 904708 44 g5e7 16976 7O3597 5oy g7,q 334,331
51 3 7 8 12 5 7
pathway
COLANSYN- ~ Solanicacid g qq o 562546 3324,63 7165,59 17801, 13007,4 5981,23
building blocks ' 6932,52 ' ' 8825,747 8808,539 : 8450,86 ’ " 8761,977 :
PWY - : 37 9 3 1 9 1 8
biosynthesis
_ superpathway of
COMPLETE-  * omaticamino 18293 1170447 109149 558723 1597955 1418850 197985 1347319 29046, 243078\ qe547 9650.73
ARO-PWY s - 84 3 9 1 15 1 1
acid biosynthesis
CRNFORCAT- creatinine 4892,7 2053,19 1155,61 1574,21 3135,9 3362,66 2298,04
PWY degradation | 2 3253,204 9 9 889,4698 1848,604 5 3670,448 58 7 2897,736 4
DAPLYSINESY L-lysine 16670, 9140,90 4511,68 8990,88 21769, 21358,7 8248,66
N-PWY biosynthesis | 9 10068,32 6 7 10759,39 12030,19 4 11557,57 02 3 11870,37 3
DENITRIFICAT nitrate reduction 1117,5 371,870 793,546 1188,5 3912,79 786,756
ION-PWY | (denitrification) 48 1248,98 833,485 6 828,2901 108341 5 1002,655 37 5 766,2708 5
superpathway of
purine
DENOVOPURI . 5130,1 4698,53 3570,53 3994,03 16939, 17826,4 5759,34
NE2-PWY nuclt;c:)t\l/(les de 5 5945,096 1 4 6831,117 9579,219 8 4573,565 06 9 7812,648 1
biosynthesis Il
DHGLUCONA glucose
TE-PYR-CAT-  degradation 0 %8  oag1g3s 147461 141566 549471 1273665 176992 3095889 11498 379222 o) 66y 118185
idati a7 3 7 5 87 7 3
PWY (oxidative)
dTDP-L-
DTDPRHAMSY 8498,1 7171,36 4233,89 9133,52 20654, 20527,6
N-PWY rhamnose 37 9184,147 5 3 10905,31 11730,48 9 10700,72 34 5 11806,78 7266,52

biosynthesis |
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enterobacterial

ECASYN-PWY common antigen 142,19 297,9099 4,63907 183,805 162,3867 894,6819 85,8039 41,26179 3190,7 395,517 377,7712 266,337
. ; 54 9 4 4 39 9 2
biosynthesis
ENTBACSYN- enterobactin 955,14 867,834 878,526 1225,34 7702,6 2611,09 1818,29
PWY biosynthesis 7 1255,858 8 3 1220,578 3581,093 5 1076,854 07 3 1721,884 8
fatty acid
FAO-PWY &beta;-oxidation 21§$1’ 11744,75 114816’7 4513’25 11740,38 14361,35 104620’0 14139,46 266559’ 262259’9 14335,01 9545’00
I
FASYN- fatty acid 19824 12607,7 6892,61 35078, 29827,0 11474,9
ELONG-PWY elongation -- 05 12204 1 5 18739,35 18399,26 14417,7 14146,03 27 9 17679,48 8
saturated
superpathway of
FASYN- vionieds 1657 11jo7g7 065393 40BBOA e igenze 850240 jiocnne 2L e gy B74065
INITIAL-PWY DI0SyT 67 ' 8 8 ' ' 6 ' 12 ' ' 6
initiation (E.
coli)
FERMENTATI mixed acid 119186, 6208,90 2816,70 4609,03 16524, 5267,69
ON-PWY fermentation 65 6348,086 8 9 5776,001 8447,047 1 7572,583 67 15355,6 7435,001 2
superpathway of
FOLSYN-pwy (etrahvdrofolate 16693, ;)7 555 866084 439394 1012042 1150658 S4°L04 179701 20120, 199381 46950y 784580
biosynthesis and 2 7 4 2 8 1
salvage
FUC- superpathway of
RHAMCAT- fucose and 47,628 1977033 84,6774 94,6188 3415663 3682089 136,674 48,05635 1348,9 544,095 307,7399 177,576
rhamnose 62 7 9 7 15 6 7
PWY :
degradation
FUCCAT-PWY fucose_ 128,33 132,1878 97,3872 157,112 438,0427 417,3878 108,938 123,5154 10500 510,166 374,5357 198,103
degradation 47 7 2 7 3 4
GALACT- superpathway of
GLUCUROCAT hexuronide and  2692,3 2113428 1463,07 1120,60 2504245 3112.47 1970,86 2395.764 6975,6 3052,91 3346,356 2181,61
hexuronate 91 2 6 9 28 1 5
-PWY -
degradation
GALACTARDE D-galactarate 382,33 283,810 480,008 3560,4 2004,15 725,915
G-PWY degradation | 81 728,4301 521,014 9 602,3494 1228,445 6 724,6656 05 5 996,6885 7
GALACTUROC D-galacturonate  4225,2 2779,58 1847,77 3278,64 9846,1 6538,00 3370,89
AT-PWY degradation | 16 3632,956 6 5 4360,542 5168,938 8 4284,226 14 1 5469,695 3
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GALLATE-

DEGRADATIO gallate 588,69 5018097 274579 218143 o5099 01,3432 278011 4pgag5g B8LOO0 632503 nq 4578 534,675
degradation |1 65 9 1 4 37 4 3
N-I-PWY
GALLATE-
DEGRADATIO gallat_e 588,69 301,8207 227,270 218,143 428299 5847119 278,611 412,7604 756,21 632,503 450,974 534,675
degradation | 65 9 1 4 45 4 3
N-11-PWY
superpathway of
N-
acetylglucosami
GLCMANNAN ne, N- 1023,1 692,087 905,440 4901,1 1980,62 1205,11
AUT-PWY acetylmannosam 97 853,0008 818,411 9 1648,891 1709,849 8 739,3817 37 9 1507,14 3
ine and N-
acetylneuraminat
e degradation
GLUCARDEG- D-glucarate 408,86 554,933 756,525 4405,6 2180,51 808,676
PWY degradation | 83 766,5649 4 533,558 1028,897  1375,06 8 745,3258 04 3 1268,042 5
superpathway of
GLUCARGALA
CTSUPER- ~ D-glucarateand 38233 40 4551 591014 283810 goo 3194 1928445 480008 7o) gemg 39604 200415 gg6 gags 725,915
D-galactarate 81 9 6 05 5 7
PWY .
degradation
GLUCONEO- gluconeogenesis 17367, 9053,75 4557,78 8784,27 21582, 19375,0 8147,46
PWY | 86 9958,185 1 4 10614,48 11896,24 5 11153,22 04 6 11931,4 7
glucose and
GLUCOSE1PM glucose-1- 1656,4 1970,97 592,140 1050,82 5943,6 9136,85 2093,58
ETAB-PWY phosphate 89 3329,133 9 A 1208,579 3839,181 5 3975,56 1 3 2432,551 4
degradation
superpathway of
&beta;-D-
GLUCUROCAT glucuronide and 2882,7 3781521 2391,82 1627,86 2827653 3752,972 2386,43 3469,556 8909,9 4239,05 3967,668 2813,54
-PWY 51 7 2 5 07 8 4
D-glucuronate
degradation
GLUTORN- L-ornithine 16584, 9318,39 4428,79 9303,92 20521, 20274,6 8036,34
PWY biosynthesis 69 10282,8 4 7 10580 1154145 7 11888,68 62 4 11738,5 7
i glycogen
GLYCOCAT degradation | 4660,6 6786.175 4700,71 3097,04 7261222 8273.613 6140,40 7675.2 15240, 15825,3 7892.124 5188,13
PWY (bacterial) 36 6 8 9 12 7 9
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glycogen

GLYCOGENSY  biosynthesis | 7117,6 5787,98 3953,09 7513,50 18177, 17218,2 6736,02
NTH-PWY (from ADP-D- 61 7624,846 5 5 9104,735 10375,65 3 8097,205 59 4 10297,75 6
Glucose)
GLYCOL- superpathway of
GLYOXDEG- egf:oI 11,905 72,25708 24,6411 27,0667 132,9721 130,6191 52,0990 11,93093 707,22 191,588 99,1008 55,4928
PWY metabollsm and 04 8 2 4 93 8 9
degradation
glycolysis I~ 5743 8922,97 5065,32 9487,64 23086, 20798,3 8831,49
GLYCOLYSIS (from glucose 6- " 10593,97 ' ' 11255,49 12663,42 ' 11777,89 ' ™ 12973,48 '
08 5 8 4 34 4 3
phosphate)
superpathway of
GLYCOLYSIS-  glycolysisand 11583, 931787 7379,97 4426,50 9518127 11054.43 8409,22 10370.85 19754, 18066,5 11283 61 7659,86
E-D Entner- 42 3 2 2 21 3 5
Doudoroff
superpathway of
glycolysis,
GLYCOLYSIS- pyruvate
TCA-GLYOX-  dehydrogenase, 15;’56' 9949,55 844;"29 42271'83 081,589 1110597 792729 1117235 193613’ 18557*6 11489,63 79586'40
BYPASS TCA, and
glyoxylate
bypass
GLL%);I\;?TE glyoxylate cycle 14254‘ 7599,772 755;’15 332;’96 6744,828 8533,904 596:’83 8414,031 15§I6’ 156725’5 9438,735 642;”21
superpathway of
GOLPDLCAT- glycerol 26,550 39,4433 65,5708 77,5784 1999,9 233,356 80,2715
PWY degradation to 85 112,0218 4 3 127,8749  363,9203 8 4,444655 4 5 120,9063 1
1,3-propanediol
3-
phenylpropanoat
e and 3-(3-
HCAMHPDEG- hydroxyphenyl)p 43,765 99 84527 43,8975 31,2050 5517413 175,2368 40,7078 66,79688 786,17 223,863 55,52223 73,9429
PWY ropanoate 6 8 2 4 71 5 1
degradation to 2-
oxopent-4-
enoate
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HEME- heme
BIOSYNTHESI  biosynthesis | o009  g5gg,552 000488 2790.99 2400 a1 gappose 622111 7734714 13853 139958 7430802 948800
: 57 5 9 7 93 7
S-1l (aerobic)
heme
HEMESYN2- biosynthesis I 18027, 9505.441 8816,44 4387,20 1086574 11808.89 9385,66 11017,68 20737, 20617,2 12175,7 8088,09
PWY . 41 5 7 3 93 9 7
(anaerobic)
superpathway of
HEXITOLDEG hexitol 1195,3 1328,38 1007,73 1537,65 8130,5 3195,58
SUPER-PWY degradation 4 1105,179 1 7 2224219 2672,515 5 1408,076 o4 5 2644473 1848,59
(bacteria)
HISDEG-PWY L-hlstld_lne 7799,9 7810,29 5169,43 2529,39 6218632 8052591 5412,21 8922.168 13725, 13692,3 8384.85 5712,76
degradation | 22 3 1 7 85 1 8
HISTSYN-pwy ~ Lhistidine = 16792, g5q5 15 883240 455756 1ng5349 113453 927583 1100747 20903 190718 y1gg503 776246
biosynthesis 74 3 7 66 6 2
HOMOSER- L-methionine 12617, 5606,53 3026,52 5780,24 14784, 15273,0 6476,53
METSYN-PWY _biosynthesis | 77 8526,448 4 5 6330,445 8651,252 5 9229,577 49 5 8995,555 6
HSERMETANA  L-methionine 16229, 7857,91 3745,95 7645,25 16694, 16935,0
PWY biosynthesis 111 36 8345,457 9 9 8803,812 9288,864 5 10087,43 57 5 9986,296 6747,69
L-isoleucine 165 144910 7469,48 15583,1 38295, 32670,1 134138
ILEUSYN-PWY  biosynthesis | " 15884,64 ' ' 19193,09 19857,17 ' 18766,54 ' ™ 20100,33 '
: 14 4 6 3 87 3 4
(from threonine)
KDO- superpathway of
NAGLIPASYN- (Kdo)2-lipid A 75144 1043,814 724,098 111647 1725,932 5323,789 1004,23 147,1766 8640,3 9278,26 3075,562 2026,23
. . 15 6 4 3 86 3
PWY biosynthesis
KETOGLUCON  ketogluconate  1710,6 1538,64 465,674 770,522 3647,6 2159,88 1626,42
MET-PWY metabolism 42 2842,176 5 6 1051,513 1660,093 A 2436,559 72 9 1840,308 6
lactose and
LACTOSECAT- galactose 98,327 1174083 0.0 13,2991 0.0 0.0 0.0 0.0 68,338 0.0 0.0 34,8849
PWY . 18 5 65 2
degradation |
LEU-DEG2- L-leucine 13271, 6620,59 2057,79 4778,18 11004, 14362,4 5122,73
PWY degradation | 81 6278,488 5 7 5677,496 6983,506 5 7484,695 57 4 7139,496 5
LIPASYN-PWY  phospholipases 1035’;75 1164137 7P 32’2913 104,6506  98,27969 83"’;049 94,45333 4351517 235,096 186,7184 1466374
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superpathway of

MET-SAM-  S-adenosyl-L- 14966, 713211 18313, 19026,2 7458,76
Ayve Aoy Do 9294351 S 372707 8167762 105011 720364 102399 oo 5 1081105
biosynthesis
METH- methanogenesis 37,475 126,716 383,145 195,146 1980,1
ACETATE- g ’ 69,03476 ' ' 100895 706,8588 > 9,970334 L 135535 4993251 755,68
PWY from acetate 44 7 7 8 71
methanogenesis
METHANOGE = “¢ontoand 00 0,0 00 284647 2044261 00 00 s 00 0 1550651 00
NESIS-PWY s 6
_ superpathway of
METHGLYUT- ~ethyiglyoxal  >om92  goa7002 29482 0o 828008 3894860 O29393 7651055 31934 369553 165 q94, 411,854
PWY ( 38 7 5 08 5 4
degradation
METHYLGALL
ATE- methylgallate 722,28 338,202 268,687 343,529 1086,4 784,748 653,817
DEGRADATIO  Cogradiation % 3735047 : 51 266724 7401942 > 5300444 )7 25 50,9351 %
N-PWY
NAD- NAD salvage 13174 4854,68 928,359 4788,7 144263 1413,75
BIOSYNTHESI g ' 144,765 98 470895 127144 1092315 %O 1010,728 : 93 1137,039 :
S-11 pathway Il 88 7 2 69 2 8
NAD
NADSYN.pwy DiosyntnesisIl 20623 o0 oo 118012 600685 0200 piieaze L0242 ga41g91 27482 238828 oo o, 137579
(from 18 8 8 9 71 3 7
tryptophan)
NAGLIPASYN-  lipid IVA 12039, o)1) a5 649102 301252 gna5 708 8496938 658647 7607114 14507 43320 7999 g ©112:07
PWY biosynthesis 41 5 2 4 9
_ methylerythritol
NONMEVIPP phosphate 13742 g3z 7a5 810853 423209 60465 1069347 828366 1001053 102l 182022 oag 4, 720437
PWY 86 2 7 31 5 5
pathway |
pentose
NONOXIPENT- _Phosphate 40, 10949,7 621355 120438 30169, 23840,9 10605,9
pathway (non- ' 12646,1 : ™Y 1439106 15561,99 S 1441144 ! 9 16532,71 :
PWY vay 32 1 2 9 94 8 1
oxidative
branch)
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O-antigen

OANTIGEN- building blocks 10649, 7754,07 4237,10 20224, 19562,0 7228,09
PWY biosynthesis (E. 15 8849,561 5 1 10437,67 10980,11 8884,29 10136,92 36 9 10994,66 7
coli)
superpathway of
ORNARGDEG- L-arginineand 409,13 32,9474 275,688 137,971 4885,0 880,153 765,434
PWY L-ornithine o5 1038,617 4 3 290,9421 1687,859 3 267,6356 73 5 856,5164 5
degradation
superpathway of
ORNDEG-PWY ornithine 18§26’4 3004,222 1915’54 704é145 1048,372 2546,639 870(’5232 2362,701 5927'2 7405’42 1710,214 1546,31
degradation
P101-PWY ectoine 25555 945064 400008 145566 406416 5858500 337807 3s9131g 11389 706178 g 51g 519,766
biosynthesis 92 6 5 59 3 2
TCA cycle IV
P105-PWY  (2-oxoglutarate 19%“' 10667 1°3g7’2 WI84% 116034 1318516 10030’2 1233878 235315' 215;’6*7 1364068 *0°1%
decarboxylase)
pyruvate
POBPWY  fermentationto Oo 0 70192 Y0078 ST 1115236 1037863 PP gazrace T 1S yg7395 O00H00
propanoate |
P122-PWY heterolactic 3188,5 3188.767 2350,58 112458 2657754  2779.802 2652,56 2855,537 5712,0 9560,11 3669,634 2298,79
fermentation 32 6 8 4 54 5 8
P124-PWY Bifidobacterium 3951,5 372009 2835,39 1257,51 2971299  3090,695 2920,27 2964482 6310,8 10715, 3971568 2489,57
shunt 91 4 2 1 03 7 3
superpathway of
P125-PWY (R,R)-butanediol 182;"8 23584 1583’16 85321142 1067,913  1845,26 780i484 1828,876 29277'7 4592,11 1812,651 159(?’79
biosynthesis
P161-PWY acetyler_le 5401,4 2021011 1499,88 1702,76 2896759 5721483 1918,86 2803224 9564,1 14499,5 4908.75 2579,67
degradation 64 7 6 8 07 9 5
L-glutamate
degradation V
P162-PWY (via 726‘148 0,0 0,0 56’93350 183,0654 5097681 0o0or o0 O 199802 6581, 161é535

hydroxyglutarate
)
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L-lysine

P163-PWY fermentationto 167,53 376,0742 239,657 177,641 8530689 954,7257 394,142 362,9337 15495 794,129 598,3107 514,489
acetate and 61 8 6 5 15 2 2
butanoate
purine
P164-PWY nucleob{:lses 1829,4 3145373 2695,97 2171,13 5704229  7087,988 449572 3935893 12423, 8555,94 3965.284 4460,76
degradation | 13 7 9 4 33 9 9
(anaerobic)
protocatechuate
P184-PWY degradation | 662,09 336,0696 273,738 220,459 4981851 7032923 320,521 481,0777 918,17 689,628 524.0962 573,879
(meta-cleavage 6 7 5 4 76 1 7
pathway)
P22LPWY  octaneoxidation 20> 3016848 0007 109 uesoz6a aee1ge1 00T aazgosy 154 SV1L22 yggp675 19027
P23-PWY reductive TCA  4891,9 5742,005 4939,82 4153,60 9720034 109659 7602,87 6600,867 18959, 17072,2 8482.185 5701,84
cycle | 16 1 6 3 5 2 4
P241-PWY coenzyme B 2,3246 12.91928 17,1767 21,9842 4820203  22,54466 17,2938 7.995971 19,168 37,0342 234308 14,4823
biosynthesis 09 1 2 2 08 2 3
P261-PWY coenzyme M 58,236 7270239 70,2689 68,9557 157.5167 160,5062 66,7034 1321534 170,51 174,683 133,8604 92,0662
biosynthesis | 84 9 7 5 92 8 2
3-
P281-PWY phenylpropanoat 925,89 1570,51 104032 705,304 904,6152 1278,755 780,185 1477,78 2956,9 193751 1617,608 1052,55
. 9 1 1 9 49 2 2
e degradation
paar-pwy  IVEOWSISV g4 563155 00 100185 3340459 00 00 7497052 00 21012 5349495 499829
(Pyrococcus) 8 6 9
adenosylcobala
P381-PWY min biosynthesis 445,67 486,004 497,078 812,737 2333818 224945 690,487 48,23172 4854,9 2383,40 2091255 1492 .47
11 (late cobalt 36 7 5 7 35 6 9
incorporation)
superpathway of
L-lysine, L- 4591 8086,40 8288,86 20118, 198783 7891,75
P4-PWY threonine and L- 56 ' 9709,821 4’ 4196,61 9683,443 1137141 8’ 10977,35 98 ' 6 ™ 11375,54 8’
methionine

biosynthesis |
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incomplete

PAZPWY  reductive TCA 0000 8796002 10000 422573 8779962 1050738 000 1028400 2% 188617 eser226 0%
cycle
superpathway of
P441-PWY © 18840 yggg 05, 192256 146301 5100300 3gp0e 177002 qugp11e 93200 496661 455557 244163
acetylneuraminat 06 8 7 1 48 8 6
e degradation
hexitol
fermentation to
PA61-PWY  lactate, formate, 0208 1792808 112320 130878 1507015 3magos 123323 jpp3ag3 09683 434805 o534 231992
31 4 5 6 4 5 3
ethanol and
acetate
psgo-pwy  mvornositol - 1887.6 5000019 919651 119498 g30814 2632821 149374 3304914 OBLT 516268 g5, 405 219657
degradation | 89 7 7 39 9 9
nylon-6
P621-PWY oligomer 88948 go03p01 0023024 9190857 8510125 9992 3574193 09758 129531 4 po6g, 66,0461
; 49 8 1 75 5 9
degradation
phosphopantothe
PANTO-PWY  nate biosynthesis 16g524' 9062,741 8575?'88 445;3'49 10616,84 1132024 8903’98 10286,53 20;‘;5' 18834*8 1182383 76489'84
|
_ pantothenate and
PANTOSYN coonzyme A 15961 geiogr; 784319 417458 ooocooc iieeazs 80387 ggos gy 19830 186380 oco0. 710995
PWY : . 58 2 5 4 62 5 8
biosynthesis |
N pentose
PENTOSE-P shosphate 12820 jo7grgy 830659 4BI301 yiouih joo0ggs 988587 o e 22924, 193571 e 862660
PWY 38 5 7 6 57 9 1
pathway
peptidoglycan
PEPTIDOGLYC biom‘;gg_sis' 16071, g0 opg  B5BLA3 457644 L oooo oo oo 929402 oo 20842, 187149 oo oo oo
ANSYN-PWY . \Mes! 27 ’ 8 3 ' ’ 5 ! 01 4 ! !
diaminopimelate
containing)
superpathway of
PHOSLIPSYN-  phospholipid 17769, 10983,0 5710,11 11750,2 26295, 24600,7 10162,1
W biosynthesis 1 1251128 9 [ 1367768 1476397 1435185 0 L 1456818 T
(bacteria)
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superpathway of

POLYAMINSY PRI O 18047 o) g 228237 ATIBTO 4o ocen oo ong 328276 gy 84007 TOBLTG  ac o 280692

N3-PWY . . 86 8 5 5 62 8 1
biosynthesis Il

_ superpathway of
POLYAMSYN polyamine 10992 oq7gg7s 227395 172830 yau5a47 sgioq1p 31205 5476994 87624 693445 yoanaan 284633
PWY . \ 48 4 6 8 19 6
biosynthesis |
polyisoprenoid
POLYISOPREN P ! 16022, 8463,75 4277,69 20333, 189353 7626,25
S NPVY blosyr;g}?)sls (E. 5, 8943423 5 s 10899,89 1147422 902974 1053246 .o , 11360,1 )
PPGPPMET- pPPGpp 12512, 5500,80 1609,17 3296,38 10318, 7050,54 3202,43
WY bioeynthesis -1 3801064 5 5l 3607412 5386094 3861158 g 5 3425918 S
PROTOCATEC

HUATE- protocatec_:huate

ORTHO- degradation Il - 69691 7)) 505 457183 195819 4250603 5020518 °/2122 g3y oge 10688, 938004 gp50,, 437776
(ortho-cleavage 89 1 6 57 8 6

CLEAVAGE-

PWY pathway)
superpathway of

prRPP-pyy  fistidine purine, 51559 gopg ., 471917 330930 sepaon 911282 420863 5105674 10046 163339 Jany o6 537624
and pyrimidine 89 6 1 47 8
biosynthesis
CMP-3-deoxy-

PWY-1269 D-manno- 11738, gngy 457 033060 289616 7945 35 8303515 040127 7327544 14710 138603 7682408 °0382°
octulosonate 92 1 6 5 36 2
biosynthesis |
benzoyl-CoA

PWY-1361 degradation] 0,0 1287225 135;1925 0,0 132,61  46,00281 46";428 69,23101 27;1i76 19521700 116,5382 71'3847
(aerobic)
vitamin E

PWY-1422  biosynthesis 0,0 0,0 0,0 1’9%813 1168626 00 7% 500313 85508 2'9%834 0,0 0,0
(tocopherols)

PWY-1501 mandelate 26194 4, 327960 o4 9530101 G024728 00 1616155 oo 115209 5 5579 60,206
degradation | 64 5 07 7
superpathway of

PWY-1541 taurine MO0 spazrsa 000 2399% gsaager 100813 00 1024733 V0P 147025 3980633 OO

degradation
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formaldehyde

PWY-1622 assimilation |~ 193> 1061649 104646 129607 a050908 2465276 209340 1ga749g O6137 509746 5gq, 4 142136
: 2 6 7 9 35 1 7
(serine pathway)
PWY-181  photorespiration 9413;"2 5363,177  4951,46 2782'06 6216,925  6695,42 52651'98 7142,378 10f863' 146124’8 6961,773 4693'50
formaldehyde
PWY-1861  assimilation Il 2403 g53o004 906873 641833 150, 160506 142238 go3z106 293 1mase9 1707378 112069
58 6 7 3 3 6
(RuMP Cycle)
superpathway of
pwy-18g2 ~ Cleompounds 50412 g4, g5aq 584303 441 09 g164873 6894025 09098 4ggaze 18167 990,459 4qq gnag 461774
oxidation to 94 8 8 02 8 7
co2
Entner-
Doudoroff
PWY-2221 pathway Il 0,0  10,11578 0,0 00 3588973 4037746 00 1348536 17;;87 7'82213 00 AU
(semi-
phosphorylative)
PWY-2041 _Lelysine 67765 556 1op5 663669 35358 1937182 2341100 101190 4gosros 34914 207039 1689306 10873
biosynthesis Il 24 6 3 87 3
pwy-294p  Lelysine 183856000 q0178 996185 1a4g180 1484223 111167 1288177 28167 247215 uee6 11 97556
biosynthesis 111 02 9 55 4
superpathway of
PWY-3001 L-isoleucine 18446 1160813 103259 569001 1095718 150371 19822 1357745 27198, 256766 541655 9910.17
. ; 94 7 4 2 23 8 1
biosynthesis |
PWY-3081 _ Lelysine 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 00 244 49 0,0
biosynthesis V 5
Pwy-geel  dcinebetaine 24086 o ooo" 208292 563322 joccoon q17977 207538 oo, o, 50279 160837 oo oo 110914
degradation | 17 7 4 8 24 2 7
aerobic
PWY-3781 respiration |~ 20384 2g0g0,05 223271 130303 aom04 40 3425004 28937 gaspge 01224 SSIATZ 55,4704 234695
52 9 3 3 79 1 5
(cytochrome c)
sucrose
pwy-ggor ~ degradationll 74,624 oo 70y q13589 924438 501484 gs32737 292081 g3ge0az 30889 508083 1463566 800914
(sucrose 39 5 6 92 1
synthase)
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Pwysgql  Sbeta-alanine 73631 oooo T 10,0852 (0 jooo oo 588328 (o 96,204 107143 Lo oo 28,8839
biosynthesis Il 31 4 7 34 4 7
S-methyl-5-thio-
&alpha,-D- g5 o6 205,741 396,070 735,67 505,629 369,182
PWY-4361 ribose 1- “© 1513951 223147 “%'"" 5128508 7153375 7O 262,4311 > P 5561124 0
86 2 7 72 2 7
phosphate
degradation
PWY-4722 creatinine 11323 g5 7553 209393 416900 g6 o405 8356220 00 7460765 0780 410173 oo O8OOI
degradation Il 98 3 4 13 2
PWY-4984 weacycle >0 345713 IDOT MONSY spsgags srag718 000 agerosy PO 024 ggpp 708 39D
pwy-s005 . Plotin 33953 goeeras 850051 24098 4435103 3000445 °78%22 g 10078 83LSES 54 g 408,361
biosynthesis Il 32 4 2 4 2 3
4-
PWY-5022  aminobutanoate 1020 7109537 14215 214255 614 088 6400085 407873 7864920 10413 138938 grgh 49, 11461
; 44 3 2 81 3 6
degradation V
WY-5028 L-histidine 18496 o0 oo 236837 BAOTSB o gec” siocn. 167201 oo 47700 694744 oo, 223465
degradation Il 48 1 7 1 75 8 2
L-glutamate 5 /g 8,72614 54,3359 11,3998 8,0798 34,7855 14,4039
PWY-5088 degradation VIII % 1286231 ! 3,004857 4,488483 8,283572 ! 5043971
07 1 9 1 32 8 4
(to propanoate)
pwy-s007  Llvsine 17941 y5q00 79 989794 533270 1591345 1410110 108968 1o46g05  24g33 241226 400153 935931
biosynthesis VI 76 5 4 8 5 7
pyruvate
Pwy.si00  fermentationto 18568 oo, oo 282442 189L7T8 goo0cnc oo 296875 o oo 84505 80111 oo, 245873
acetate and 83 1 8 8 05 2 3
lactate 11
pwy-5101  Lrisoleucine 24817,y gaqq g5 150209 772047 1965464 203439 16111 1936177 OO0 33800,8 2049014 137022
biosynthesis Il 18 1 4 61 4
pwy-5103 | oisoleucine 19914, o 50 gq 116202 590837 1401506 15301,07 123828 1458579 28860, 263363 ygg,q 5, 104050
biosynthesis I11 3 1 8 18 8 3
pwy-5104 | Loisoleucine 93084 758555 gae777 307449 6719064 8116348 902820 79pg967 13049 12392 7496097 489138
biosynthesis IV 43 2 4 92 6 9
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superpathway of
geranylgeranyl

PWY-5121 diphosphate 14131 gsg7o75  7OOASL 406953 gqrs a5 103452 802647 1gpezor 18440, 174912444554 727131
. - 01 7 4 2 95 1 8
biosynthesis Il
(via MEP)
L-arginine
PWY-5154 bl_osynthe5|slll 15871, 9232373 8632,29 3870,40 1010651 111161 8373,84 1105157 19912, 19362,0 10570,99 7427,55
(via N-acetyl-L- 59 9 1 1 89 8 7
citrulline)

PWY-5177 glutaryl-CoA 37,976 0,0 00 299242 9960277 3544916 7,99761 0,0 352,17 818942 g 76894 850971
degradation 34 8 21 7 8
toluene

pwy-517g  degradation IV 90305 gg) 51y 647,970 182568 o551 817557 36671 1162473 11037 185936 745 4ggq 749894
(aerobic) (via 19 1 6 26 7 4
catechol)
toluene

pwy-s179 ~ degradation Vi 20917 4, 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 00 9928 327816 0,0
(aerobic) (via 21 1 7

toluene-cis-diol)
toluene
PWY-5180 degra_datlo_nl 3633,1 1537.6 1083,78 808,317 1360,686 2167.785 1204,08 2093 546 4061,9 5340,80 2030.805 1645,92
(aerobic) (via o- 77 2 3 1 58 1 4
cresol)
toluene
PWY-5181 degra@atloqlll 2637,6 4251008 2435,71 621,627 1038844  2660,972 795,499 4840.26 4947,4 5175,99 2178.892 2333,43
(aerobic) (via p- 51 5 5 1 88 1 3
cresol)
toluene
PWY-5182 degra_datlor_ﬂl 3633,1 15376 1083,78 808,317 1360686 2167785 1204,08 2093546 4061,9 5340,80 2030.805 1645,92
(aerobic) (via 4- 77 2 3 1 58 1 4
methylcatechol)
superpathway of
PWY-5183  aerobictoluene 20 2650634 2500 245779 1763618 2709736 007 asoeodg oot 9SS0y g5y 241,792

degradation
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tetrapyrrole

PWY-5188 biosynthesis | 16518‘ 10166,5 9202'68 4783'08 11674,67 12464,05 98615’74 11908,7 22;)?2, 20686’9 12656,28 8455‘29
(from glutamate)
tetrapyrrole

PWY-5189 biosynthesis Il 16853’ 9957,657 8933’51 460;’95 11260,64 12057,34 948;"08 11408,85 207932’ 201545’3 12126,98 8160,83
(from glycine)

PWY-5198 factor 420 0,0 0,0 00 00008 446004 00 199079 ygg350p 10060 237976 515103 00
biosynthesis 4 9 19 7
peptidoglycan

PWY-5265 biosynthesis Il 67§é72 58,42319 0,0 94'%_.’060 0,0 0,0 0,0 91,84459 0,0 19’2348 70,96247 149é342
(staphylococci)

PWY-5266 p-cymene 29388 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 00 2342 49 0,0
degradation 06 6

PWY-5273 p-cumate 29388 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 00 2342 4 0,0
degradation 06 6
superpathway of

PWY-5304 su'&i‘zj}i‘;‘rjﬂs‘o” 4180 5475 44283 33309 68725 108153 50468 55507 o' 81358 168585 59701
ambivalens)
superpathway of

PWY-5345 L-methionine 15398, 9230063 8436,22 4299,23 103879  11584.19 8562,67 1083714 20305, 20802,1 1148317 7671,13
biosynthesis (by 6 7 6 2 76 5 7
sulfhydrylation)
superpathway of
L-methionine

PWY-5347 biosynthesis 147122‘ 9739,861 724‘?’92 41025’20 9032,717 11414,42 7862’85 10667,04 193‘?776’ 198{’0’3 11661,96 795:’18
(transsulfuration

)
sucrose
Pwy-53g4 ~ degradation IV 1622.0 40 595 186414 578,734 1160931 3582421 101815 3766396 0 01 865458 oa5 40p 199194
(sucrose 27 7 2 83 5 8

phosphorylase)

PWY-5 ’ ,04 i ! 197,417  152,7504 . ,9501 y ! 441,0656 79,9985

392 reduccyt::\llngICA 1532261 80.04386 2909896 1064993 9 2 750 3621155 93 95018 7877488 3048674 0656 79998
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catechol

pwy-5415 ~Jdegradation | 33390 440550, 776963 906692 g6 qa1g 163757 883363 qgmggq 28540 264267 g4 69, 1107.24
(meta-cleavage 45 8 4 46 1 5
pathway)
catechol
pwy.sa17  degradation Il 12195 oo o0 124163 362522 cooiioo 147g4g5 467226 ,pu0co, 23220 372691 o0, 126964
(ortho-cleavage 54 2 5 2 35 4 3
pathway)
catechol
PWy-sa1g  degradationto2- 13786 oo 752751 523742 ,coon0 jecggar 120090 ooooo, 25044 189941 g0, 118510
oxopent-4- 68 5 3 9 34 1 9
enoate 11
catechol
Pwy-5420 ~ degradation Il 17967 gqg 7563 TALOO9 529327 1065 797 1576081 40459 qpggsss 26154 224039 1n9g53 111877
(meta-cleavage 7 4 5 4 08 7
pathway)
meta cleavage
) pathway of 893,84 552,447 265,984 447,456 1318,2
PWY-5430 omaic oo 5026318 . L7 5026479 8344163 ) 847,1467 o7 116225 6583129 716,234
compounds
aromatic
compounds
PWY-5431  degradationvia 20 1986893 1241083 362522 o6 5089 1478485 67226 57435gq 23220 372691 505445 126964
: 54 2 5 2 35 4 3
&beta;-
ketoadipate
glycolysis Il
PWY-5484  (from fructose 6- 142756' 1046485 858299 “*'1%0 1018750 1165184 864193 1160324 21520, 197294 1204635 85364
phosphate)
PWY-5499 vitamin B6 - g55 3205360 00 0,0 0,0 0,0 00 4320114 00 175 0,0 0,0
degradation
L-glutamate and
PWY-5505 L-glutamine 61012’0 5221,186 430?'62 2873'12 6637,076 777846 503547 6647076 o> 106194 701024 4100

biosynthesis
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adenosylcobala

PWy-5507  Minbiosynthesis 20500 oo, oo 324678 535166 yoooc,  joociy, 433043 po oo, 38397 175371 oo, o 103036
| (early cobalt 64 3 5 7 15 4 2
insertion)
adenosylcobala
PWY-5509  Minbiosynthesis 22756 g3, g5 282812 163385 4224151 4532786 28502l 4sg3.037 10 940404 4201828 SO
from cobyrinate 07 7 8 33 4
a,c-diamide |
superpathway of
PWY-5529 ba"ter;’l‘l’g"’mph 22§1é25 4499549 00  6,39361 197,6217 280,3097 1485933 113,6278 176'3%80 3TT2T 56,8991 00
biosynthesis
chlorophyllide a
PWY-5531  biosynthesis Il 52408 g9p14 188,568 160712 ooy nesg 4517187 288827 qug9609 7106 932946 o5, 9509 182,546
: 56 7 9 7 57 6 5
(anaerobic)
adenosine 9.95300
PWY-5532 nucleotides 0,0 0,0 00 988102 2,00844 0,0 0,0 0,0 00 TP 2008344 00
degradation IV
2-nitrobenzoate 700,47 347,068 184,394 593,268 965,07 844,492 481,290
PWY-5647 degradation | so 2516701 3 L7 6996152 6609522 412668 o 5 3849753 O
L-tryptophan
degradation to 2-
PWY-5651 amino-3- 13863’6 764,0774 789,539 40021837 1341,995 1445723 1153'74 973,2484 18;’;"7 1595'47 1110,434 943%209
carboxymuconat
e semialdehyde
2-amino-3-
carboxymuconat
PWY-5654  esemialdehyde 00070 0416569 330.662 182928 oap 965 gasp1g1 084209 4igess 97960 832097 eq agng 462,853
! 4 8 8 7 6 1 3
degradation to 2-
oxopentenoate
pwy-s6s5 ~ Ltypophan - 11186 5y g1 528809 294823 oq 508 10p50gg 800881 793095 19187 155115 gegosis (19098
degradation IX 77 6 1 9 46 6
PWy-5656  mannosylglycera 0,0 00 500793 3078228 3036004 ©12930  975ogyy 99792 195878 4 506., 9.81866
te biosynthesis | 3 92 3 5
PWY-5659 G[_)P—mannc_)se 14148, 1168308 9346,24 5074,77 1245489 1295758 10709,4 138176 24202, 210375 13217,87 8893,51
biosynthesis 49 4 7 8 7 4 5
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CDP-

PWY-5667  diacylglycerol  T°2/% 1301064 12166:2 630678 1051084 1654002 127073 1e1e181 2900 287090 464476, 112040
: . 66 1 9 3 79 2 4
biosynthesis |
acetyl-CoA

PWY-5676  fermentation to 9571%53 1419,958  1407,22 956;"54 2520,918 1942548 20171'42 1844,073 53:’§'9 3452,71 1934,323 122&"71
butanoate Il
succinate g 55 62,9304 94,9343 375,59 136,899 106,408

PWY-5677  fermentationto ° 63,20533 °° ' 119,5703 115,6208 33,4247 0,0 ' ' 118,1301 '

72 1 2 45 6 6
butanoate

VY5686 CUMP 18891, oo ot 101981 539854 oo oo oo 109987 oo 24963, 221395 yoono ., 924297
biosynthesis 62 1 7 3 22 7 2

urate

PWY-5695 k?losylnthesw/lnos 16383, 12822.1 10361,3 4500,84 11707,04 1340117 10100,7 14818 43 25034, 230379 13364.2 9825,82
ine 5'-phosphate 66 9 6 9 03 2 1
degradation
allantoin 2680,1 1631,08 766,980 1297,03 36636 2757,50 1853,68

PWY-5705  degradation to 861,307 ' ' 132592  1885,656 02 2867,912 ’ Y 1923672 ’

81 7 5 5 12 9 6
glyoxylate 11l

owy.s7ap  etyimalonyl- 70531 oo oo " 947406 756,990 ,oo0 oo 1ue0 o 167784 gouon, 35480 263565 oo oo\ 100455

CoA pathway 04 4 8 8 2 4 2
3_

PWY-5743  hydroxypropano 1052é24 0,0 5'12241 00  87,32087 116,0646 54'71839 56,41949 63i2101 87'2061 105,071 7'696964
ate cycle

PWY-5744 glyoxylate 10128 4 516475 4 9998483 1315052 029060 54 gpe3 63927 896125 44404, 7.78364
assimilation 92 6 4 14 3 1

Pwy.s747  ZMmethyicitate 86701 oo 396699 108754 yooocoi goiac 179625 oo oo 4000 759861 g0, 247291

cycle 11 17 6 2 5 1 9
1,4-dihydroxy-2-

PWY-5837 naphthoate ~ 5°22° 18327 109261 892021 igap 077 s3apsmy 163437 5g01 038 9440.2 485653 50y 45 209182
! : 02 3 2 1 85 9 2
biosynthesis |
superpathway of

PWY-5838  menaquinol-8 > 28 3418799 218849 168L10 5 iqe a8 5350003 301105 gg3gggg 88418 784223 5 g0 005 345544
. : 52 4 8 8 18 8 1
biosynthesis |
superpathway of

PWY-5840  menaquinol-7 5435;6 3300429 21203 109284 aa63.077 5148830 2913’85 3512,048 85713’4 749345 5332,297 3365‘}’11

biosynthesis
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superpathway of

PWY-5845  menaquinol-9 ool op1asg7 179724 144084 o069949 4796051 23178 po35839 80772 681010 ne, o5y 288344
; : 84 2 1 9 15 2 6
biosynthesis

superpathway of

PWY-5850  menaquinol-6  2oonl  op14597 179724 144084 069949 4796051 23178 po35839 80772 681010 5e5 o5y 288344
. \ 84 2 1 9 15 2 6
biosynthesis |
ubiquinol-7— 44144 6440,88 287846 6265,05 15392, 14995,1

PWY-5855 biosynthesis ' 469,341 ' 0 7676,131  8433,304 90 7439731 ' L 7276,538  5199,47

; 56 9 6 2 29 6
(prokaryotic)
ubiquinol-9 4444, 6440,88 287846 6265,05 15392, 14995,1
PWY-5856 biosynthesis ' 469,341 ' ““0 7676,131  8433,304 90 7439731 ' 7276538 5199,47
; 56 9 6 2 29 6
(prokaryotic)
ubiquinol-10 -, 4, 6440,88 2878,46 6265,05 15392, 14995,1
PWY-5857 biosynthesis ' 469,341 ' “0 7676,131  8433,304 90 7439,731 ’ 7276538 5199,47
; 56 9 6 2 29 6
(prokaryotic)
superpathway of
pwy-sgeg  demethylmenaqu 21251 500 505 128508 107542 5415797 69951 185404 15gg991 61649 516029 5 0001 918133
inol-6 82 2 1 7 36 8
biosynthesis |
superpathway of
Pwy.sger  demethylmenagu 43270 o000 158987 128028 peocos saosios 225191 p7pa7p9 68423 606802 4uiooic oeoco,
inol-8 51 3 1 2 56 8
biosynthesis
superpathway of
pwy-sge2  demethylmenaqu 21251507 505 128503 107542 5415 797 369951 185404 15gg991 61649 516029 5 00551 218133
inol-9 82 2 1 7 36 8
biosynthesis
superpathway of

PWY-5863  phylloguinol 3832*3 2080542 121267 10010 2086272 3604003 1793'85 221951 588627’7 P212%0 3701550 229220
biosynthesis

superpathway of

PWY-5896  menaquinol-10 2o9bl  op1asg7 179724 144084 o06q949 4796051 23178 po35839 80772 681010 50, o5y 288344
: : 84 2 1 9 15 2 6
biosynthesis

superpathway of
PWY-5897  menaquinol-11 5433’8 3242462 2045"76 1593'47 3268,085 5134,027 28416’53 3443391 8453’2 75051’62 5275,177 3313’13

biosynthesis
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superpathway of

PWY-5898 menaquinol-12 54598 3242,462 204476 1590,47 3268,085 5134,027 2846,53 3443,391 8459.2 750162 5275177 331213
. . 69 9 2 1 26 5 4
biosynthesis

superpathway of

PWY-5899 menaquinol-13 54598 3242,462 2044,76 159047 3268,085 5134,027 2846,53 3443,391 8459,2 750162 5275,177 3312,13
. . 69 9 2 1 26 5 4
biosynthesis

superpathway of
geranylgeranyldi

PWY-5910 phosphate 218,10 84,57896 79,2806 206,378 192,6956 316,0033 174,355 38,55297 254,07 295,674 221,472 237,301
. . 81 2 4 8 13 4 2
biosynthesis |

(via mevalonate)
TCA cycle VI
PWY-5913 (obligate 14834 gpo3 555 803001 380136 g0 499 q008a18 138000 1gppgas 16899 161755 6694 704419
59 7 2 5 14 8 9
autotrophs)
superpathay of

PWY-5018 _heme 15106, gy15663 7818.26 360325 gr33484 1026087 7933 gpi5o78 17337, 169768 735999 683871
biosynthesis 92 7 5 7 79 5 6
from glutamate

superpathway of

PWY-5920 _heme_ 8561,4 589353 4722,61 2764,10 6472788  6805,002 5711,36 6828.877 12368, 11206,3 7258136 4999,68
biosynthesis 36 9 3 3 33 1 9
from glycine
glycogen 980,20 583,477 274,593 1599,3 885,380 486,230

PWY-5941 degradation Il ; 582,3148 ! ' 782,1165 446,5115 619,125 304,2278 ' j 1002,805 !

. 52 3 2 97 4 3
(eukaryotic)
palmitate

PWY-5971 blosyntf_]eSISII 5776,2 2803.44 1719,03 3593,33 5012,626 11569,85 5477,01 1439,197 16034, 8956,06 6678578 3975,70
(bacteria and 21 4 1 5 17 3 6
plants)

PWY-5973 cis-vaccenate 21792, 1442528 14082,3 7811,39 2053036 2152398 15817,3 16992.2 39563, 34094,8 20550,53 13537,1
biosynthesis 94 9 3 5 46 1 7
stearate

Pwy-59gg  plosynthesis Il 18485, 100050 111623 468342 1043611 1498004 97903 1310197 29215 553508 140325 984378
(bacteria and 06 9 7 65 3

plants)
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superpathway of

PWY-6071  phenylethylamin 283?68’4 3076413 00 6915819 078,2583 1993372 843,003 3393902 469921'6 3273'76 2379,245 1925'65
e degradation

wy-glo7  Chlorosalicylate 17410 oo 655670 240133 oo ceo aosgiaq 656008 jcooio 13451 743006 40,000 751507
degradation 49 7 8 5 12 3 9

5_

PWy-glp1  Aminoimidazole 18035, 0.0, 998203 531384 ,ooii  qarpoge 108153 o0 24293, 223541 o0, 915806
ribonucleotide 61 5 1 8 36 7 5
biosynthesis |

5_

PWy-glpp  Aminoimidazole 18157, ... o 990265 532406 1500011 q4qp74 108285 1,004 0, 23967, 214429 oco0 o 907603
ribonucleotide 05 4 1 4 21 4 9
biosynthesis Il
inosine-5 ) 57 8606,33 4590,91 9242,29 20813, 192756 7875,18

PWY-6123 phosphate oy | 9225645 . ;1108169 1181587 7 10589,66 “o,” T g7 118655 c
biosynthesis |
superpathway of
guanosine 47997 974358 10490,7 23686, 21182,2 8916,36

PWY-6125  nucleotidesde ~':5"" 1062351 070 509031 1224044 1312866 121483 L 30T 133489 UV

novo
biosynthesis Il
superpathway of
adenosine g3, 10425,6 11188,1 25381, 232162 9539,74
PWY-6126  nucleotidesde o~ 11382,39 o " 5487,79 1324253 1418712 U 1208081 0T LU 144563 .
novo
biosynthesis Il
archaetidylserine
and 10,0882
PWY-6141 archaetidylethan 0,0 0,0 0,0 ’2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
olamine
biosynthesis
superpathway of

Pwy-6145 ~ Slalicacidsand -, 00 00 00 00 00 00 00 00 982804 4, 00

CMP-sialic acids 7

biosynthesis
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6-
hydroxymethyl-

PWY-6147  dihydropterin 17502 g17561 074342 416311 49033 1099427 828032 yp5i53, (18805, 189209 a5, 76ALIS
. 1 2 4 14 2 3
diphosphate
biosynthesis |

tetrahydrometha

PWY-6148 nopterin 0,0 0,0 0,0 26’%137 3,209468 0,0 0,0 0,0 0,0 15’%089 3,207564 0,0
biosynthesis
S-adenosyl-L-

PWY-6151 methionine cycle 651111’7 3958,446 3068’71 1985"24 4363,656 6306,993 339:’78 4461,95 11%?1’ 91371’08 5745,331 38489’18

[
chorismate

PWY-6163 biosynthesis 170486, 10613,2 9559,70 5098,79 1189877 12832,23 9892,46 12339,06 23405, 21287,6 12970,74 8817,19
from 3- 79 9 7 3 66 5 7
dehydroquinate
chorismate

PWY-6165  biosynthesis Il 0,0 0,0 0,0 19";355 2623262 00 0,0 0,0 00 0% 3717005 00
(archaea)
flavin

PWY-6167 biosynthesis Il 0,0 0,0 0,0 26,1506 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
(archaea)
mevalonate

PWY-6174 pathway Il 6,5548 22,06113 40,0319 20,7577 39,00981 27,44432 9,70769 20,42192 74,120 67,0118 20,12324 41,1273

47 9 6 3 45 8
(archaea)
superpathway of
PWY-6182 salicylate 12547 2029,236 1308,16 403,508 739,6628 1553,747 523,866 2735,527 25432 3673,1 1334,257 1320,29
. 32 2 7 9 51 9
degradation
4-

PWY-6185 methylcate_chol 1188,7 1927735 1133,63 320,812 5426195 1334764 414142 2648713 1844,8 3603,68 1040,064 1197,34

degradation 03 3 8 26 1 1
(ortho cleavage)
sucrose

PWY-621 degradation 111~ 3113,6 5429 545 2870,03 2085,36 2104729 5011525 2062,53 3811.676 9393,2 912454 4597.138 3557,58
(sucrose 14 9 9 1 75 2 6
invertase)
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PWy-6210  Zaminophenol  43L20 oo 7 271133 135504 oo cco so0ccac 877169 pen oo 75040 484543 oo o 367,801
degradation 01 6 2 4 06 3 3
PWY-622 stareh 47945 oe31471 338940 149031 3300695 5214375 408890 1854673 87412 112570 gog ggpg 598,272
biosynthesis 68 8 3 29 8 8
superpathway of
PWY-6263  menaquinol-8  1o02% 3150014 207145 182589 4915914 4738549 14902 4348901 83165 672383 44 45 278207
. . 42 1 3 5 6 8 8
biosynthesis Il
adenosylcobala
PWY-6269 minsalvage 22811 5,5003) 283434 16a606 4231073 4550008 20903 sp10a64  1O0HT 942516 yan5 67 309636
from cobinamide 94 8 4 17 9 7
I
superpathway of
PWY-6277  aminoimidazole 007 1074467 990265 532406 1595511 1340074 108285 1530404 23967, 214429 4 apg841 907603
! ; 05 4 1 4 21 4 9
ribonucleotide
biosynthesis
palmitoleate
biosynthesis | 17659, 109254 465344 9772,94 25158, 279422 9668,29
PWY-6282 (from (52). Je 1144861 ; St 1246211 1493542 712 1265533 - 50 1381951
dodec-5-enoate)
galactose ;4999 403855 284491 5614,76 14024, 11640,8 5028,46
PWY-6317 degradation | 1 5832,656 ' Il 6143141 7434,064 0 6557615 ’ © 7871,689 '
. 63 1 2 1 08 7 8
(Leloir pathway)
superpathway of
PWY-6338 vanillinand 57513 . 1100 220679 197601 4501100 gao7sas 290699 go0gees 62923 614688 o, 502001
vanillate 41 9 7 6 67 6 7
degradation
PWY-6339 syringate 10564 ooq o154 433612 373382 9959701 1102860 00 7865837 1H4LA 116291 ghg gy 925266
degradation 61 1 3 66 5 4
PWy-6349  CDP-archaeol g, 00 00 121674 o6o5684 00 00 00 00 95 5619771 00
biosynthesis 9 7
Pwy-g3sp  archaetidylinosit 0,0 00 130286 753 00 0,0 0,0 00 9676 655064 0,0
ol biosynthesis 4 9
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purine

nucleotides 10689, 6436,05 3623,34 6727,80 18508, 7369,61
PWY-6353 degradation 11 68 8861,493 3 3 7739,971 10242,96 4 9779,299 48 17664,2 10700,83 5
(aerobic)
mono-trans,
poly-cis
PWY-6383 decaprenyl 4%;56 2650,232 13%192 96if52 972,5226 1389,668 122§08 2797,079 25282 267533 2594,323 182335
phosphate
biosynthesis
peptidoglycan
PWY-6385 biosynthesis 11 15323' o021611 O M0 105500 1142875 885012 1034167 205’957' 185714 1171302 700D
(mycobacteria)
UDP-N-
acetylmuramoyl-
PWy-63g6 Pentapeptide 15968, onq gy, 842141 447071 040044 1138608 O8H105 033046 20200 18IS6L 164558 7667,72
biosynthesis |1 37 8 8 4 5 7
(lysine-
containing)
UDP-N-
acetylmuramoyl-
pentapeptide
PWY-6387 biosynthesis | 1ﬁ;§7‘ 9222,264 85%§J7 46%§56 11071,47 11779,23 93ﬁ§23 10591,64 2%313’ 18ﬁ;43 11903,5 793599
(meso-
diaminopimelate
containing)
superpathway of
PWY-6396  23-butanediol o0 9885389 0o 0227 ga36016 1300174 7% ggragar auze MO 1226037 9050
biosynthesis
mycolyl-
arabinogalactan-
PWY-6397  peptidoglycan  ©'0o7" 2550800 %204 9T 1460004 a3s08a3 S 2gozpg  10NAE SO g g0 TATIS
complex

biosynthesis
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superpathway of

mycolyl-

PWY-gd04  Arabinogalactan- 29,647 0,0 00 355441 00 1246503 455! 0,0 00 90704 g9 0,0
peptidoglycan 58 7 4

complex
biosynthesis
Kdo transfer to

PWY-6467 lipid IVA 111 1177127’ 6204,73  6443,69 296865 811984 8376,3 6673,96  7772,39 14553’ 141258’1 7822,15 5076,9
(Chlamydia)
peptidoglycan
biosynthesis V. 861,26 45,1178 356,539 134,644 504,74 383,232 287,183

PWY-6470 (&beta:-lactam 99 83,18945 1 1 125,6774 187,2112 2 478,8475 o5 5 221,6078 4
resistance)
peptidoglycan

PWY-6471 biosynthesis IV 9585,3 1863353 167,201 873,000 1604481 1352961 1727,02 4467 061 4241,0 279841 2422181 2018,50
(Enterococcus 74 3 8 3 79 2 9

faecium)
GDP-D-glycero-

PWY-6478 &alpha;-D- 815,51 1704576 1279,50 654,921 2458644 2277.652 2581,63 2519.462 4162,6 2357,06 1768.534 1178,71
manno-heptose 88 2 8 3 53 1 7
biosynthesis
L-tryptophan

PWY-6505 degradation XII 854,60 397,3262 476,538 253,774 683,741  802,2307 651,381 549,2365 13896 965,393 524,8168 633,471

- 25 6 3 5 98 4 3
(Geobacillus)
4-deoxy-L-

PWY-6507 threo-hex-4- 3359,2 223904 1679,09 1225,12 2880927 3411,088 2277,72 2605,857 6895,0 3001,24 3713277 2289,95
enopyranuronate 26 8 8 7 41 3 8
degradation
g-amino-7- 53156 575343 2914,75 6064,86 15158, 18248,6 5409,13

PWY-6519 oxononanoate ' 6999,159 ' ' 6843,662  9086,96 ' 8126,498 ' 7 7441,409 '
A - 93 4 9 7 21 5 9
biosynthesis |
pyrimidine

Pwy-g545  deoxyribonucleo 21514 oppg 000 9a7 4 180228 era01  asgeges 329803 707553 94876 108611 3778288 291344
tides de novo 54 2 3 78 6

biosynthesis 111
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PWy-gs62  Norspermidine 17264y g3 755 160311 340803 ooy a64p 1242404 52559 1644312 24378 114630 o4, ogg 951974
biosynthesis 58 1 3 83 9 5
chondroitin

PVWY-6572 sulfate 34,253 g, 00 3TA113 296896 L4 00rs  grg7o5 289807 o0 64308 463241 gy (oono 27,4414
degradation | 89 2 7 9 99 1 7
(bacterial)
pyruvate 362,51 486,616 363,354 1045,71 4068,6 1432,82

PWY-6588  fermentationto “.>"  537,4782 % L0 1563812 1403902 T 9108419 T °C 9873716 873,048
acetone

superpathway of
Clostridium —— gg¢ /) 486,160 920,330 41799 2708,68 1435,72

PWY-6590  acetobutylicum > 284,3203 o 767424 1792548 221391 p 3039224 L7 g 1244053 7
acidogenic
fermentation
guanosine -4, g4 6540,05 3898,28 8186,64 21574, 18822,6 7643,97

PWY-6608 nucleotides ' 8555,086 ' “® 992594  11507,92 °% 9620,508 ! © 1172518 !

; 64 6 2 9 21 2 8
degradation 11l
adenine and

PWY-6609 adenosine  “0ac” 664407 o0t 00088 geoztan ggonoas PODTC 7159575 18T 1575 4019909 628381
salvage Il

superpathway of

PWY-6612 tetrahydrofolate 16;’;’0' 8972,02 8265'54 4156,83 9380,797 1090152 78236  10276,15 183?3}9' 18859’4 11131,05 747;"81
biosynthesis

superpathway of

PWY-6628  L-phenylalanine “°oi% o504 563 008073 338997 g905 396 1004014 O30 1q0gsoq 18872 202942 g6r5 g0, 744725
: . 88 5 2 9 11 4 9
biosynthesis

superpathway of

PWY-6629 L-tryptophan 0,0  246,8515 0,0 22'2335 270,4618 761,9761 0,0 0,0 4355'7 459é415 247,7783 165é207
biosynthesis

superpathway of

PWY-6630 L-tyrosine -390 goggopy 813354 333893 4q1 555 q0s9758 090054 1oaggzs 18933 194144 g6 7qg 719871
, . 55 6 9 1 94 6 8
biosynthesis

superpathway of
PWY-6641 sulfolactate 94;;’)66 93,91461 75,9672 37’53601 2228233 270,234 74'3718 115,461 182(’590 308i324 314,4678 249é279

degradation
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phosphopantothe

PWY-6654  nate biosynthesis 0,0 0,0 0,0 16'2182 1339885 0,0 0,0 0,0 0,0 6'6%866 1339894 0,0
I
cinnamate and 3-
hydroxycinnama
PWY-6690  te degradationto o/ 0°  gggaspy 438975 312050 o5 7415 1750368 407078 g 796gg 78617 223863 g5 o555 739429
6 8 2 4 71 5 1
2-oxopent-4-
enoate

PWY-6700 queuosine 13115, 7333196 75441l 370804 1003195 1045314 797180 grpgq7 18199 168186 g5a7 57 046344
biosynthesis 39 1 6 16 9 2

PWY-6703 _preQ0 12160, g4 315 724988 347983 494,678 ga15216 (44030 ggop sy 16620, 164417 ganp ga7 599985
biosynthesis 65 5 7 4 04 9 8
ubiquinol-8 444, 6440,88 287846 6265,05 15392, 149951

PWY-6708  biosynthesis 00 6469341 0% 0% 7676131 8433304 0P 7439731 10RO 7276538 510047
(prokaryotic)

PWY-6728 methylaspartate 793,15 399,1488 543,317 454,168 1398208 2330123 320,242 3277201 5112,0 191593 1378.322 778,436

cycle 9 4 4 9 2 8 9

PWY-6731 starch 19888 6927363 00 317359 6033775 1247986 'OC02 749287 23224 349299 g 55, 18,0698
degradation 11l 42 3 8 4 5

PWY-6737 starch 4094 6asg262 446243 288129 784557 780443 °7°89 7439301 1404 15605 7504363 48670
degradation V 92 1 7 7 9

CMP-

PWY-6749  legionaminate 0°2"° 1997419 238619 319818 g9; 6206 003123 999 93gg0p 81353 898531 54g 5g7 462,751
: : 53 3 9 5 33 2 9
biosynthesis |

PWY-6876 isopropanol - 362,51 g4y j7g, 486,616 210014 oon aa76 ganpgs 629116 g1ggarg 24852 692759 4569595 43363
biosynthesis 51 7 7 1 17 5
thiazole

PWY-6891  biosynthesis Il 222" 4016006 03027 546032 g751306 3029158 944599 9379118 99656 548685 45 gn, 105089

. 38 7 8 1 17 6 8
(Bacillus)
thiazole 59, 6 1510,69 1835,13 1971,35 97951 914472 3202,56
PWY-6892  biosynthesis | 8 9119213 : 13 3905978 617565 35 2604272 : 2 5700,83 :
: 63 4 6 8 47 9 1
(E. coli)
superpathway of

PWY-6895 thiamin 13694 416005 191671 182520 557371 7342658 219925 1001005 13322 127241 4g19 129 338996

diphosphate 05 3 5 3 27 7

biosynthesis Il
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PWY-6897 thlamln”salvage 15:’;%652, 0164465 8382,57 4255,60 1032715 1107734 884;,99 10785,31 19304, 181:7,7 1160136 74151,26
superpathway of
PWY-6901 glucose and 6928,0 7156,076 5796,02 3340,58 7032112 8482816 5689,53 7572.823 16191, 14106,0 8595.804 5992,49
xylose 65 9 3 6 43 4 7
degradation
PWY-6o0s  Clitinderivatives oo o7 18296 0,0 00 7474185 00 238l gg1g53 g0 42185 g 0,0
degradation 4 5
neopentalenoket
Pwy-po1g  olctoneand 4, 0,0 0,0 0,0 00 6039216 00 0,0 00 80 00 133338
pentalenate 3
biosynthesis
PWY-6944 androstenegilone 116,61 97.12937 44,3482 0.0 129,6215 0.0 89,9260 166,1873 375,48 198,684 89 16269 106,900
degradation 7 1 1 9 7 7
sitosterol
PWY-6948  degradation to 9’%%74 0,0 0,0 11’53713 00 1579794 VT g 0,0 46%449 0,0 0,0
androstenedione
mandelate
PWY-6957  degradationto 2> 00 190870 g0 1683475 165512 00 367,234 (204 369,331 1099459 157737
39 2 03 3 5
acetyl-CoA
TCA cycle V (2-
PWY-6969 oxoglutargte:ferr 19922, 11110,29 10542,8 5510,11 1379477 1462193 11656,4 12708,06 26519, 23323,2 14789,23 9680.93
edoxin 37 7 9 8 75 9
oxidoreductase)
1,5-
PWY-6992 anhydrofructose 63;’)14 255,1377 432é267 214,821 436,07 324,937 438é204 257,1524 12;‘?'4 459i962 562,2318 235é429
degradation
4 4,91095
PWY-7002 hydroxyacetophe 0,0 0,0 0,0 ' 5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
none degradation
glycerol g1 6 467,711 770,957 640,686 71558 3334,83
PWY-7003 degradation to 8, 646,2642 8 4 2021,109 2781,088 4 461,9376 81, 5’ 2064,129 1615,65
butanol
PWY-7007 methyl ketone  5293,8 3435,007 1816,63 1230,49 1188.496  1680,015 1501,08 3567.02 3180,9 3364,61 3185,686 2282,24
biosynthesis 8 4 5 6 17 4 6
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L-1,2-

PWY-7013  propanediol  Co0°1 1256302 00 27993 1971608 398003 27979 00 29023 330918 o5 6aqy 838061
: 05 4 54 3 3
degradation
superpathway of
PWY-7024 the 3- 137,38 0,0 745840 o0 1000792 157,994 (OOMO g7 63g0p 90047 123112 45 p7gg 111338
hydroxypropano 92 8 8 94 1 7
ate cycle
4-coumarate
PWY-7046 degradation 21490 0,0 9.66788 27,4882 o5 55045 1601754 40:7405 0,0 70525 338841 g5 4090 11497
\ 63 5 2 9 68 2 7
(anaerobic)
PWY-7084 nitrifier 41184 g9 o173 905108 199476 g6 onse1 2178885 229482 7514348 19843 656598 gg 59495 138791
denitrification 07 1 4 6 48 1 6
UDP-2,3-
diacetamido-2,3-
dideoxy- 321,40 240,136 303,780 505,589 999,32 877,526 279,071
PWY-7090 galphaD- 1 1766961 5 L 769,9898 556,354 o 216,766 1 o 5328398 7y
mannuronate
biosynthesis
fatty acid 15110, 11161,0 455242 10686,3 27322, 9969,50
PWY-7094 <alvage s 1213336 o - 12048,17 14346,49 s 1490889 “°0° 262398 1455581 g
vanilinand g7 15 229,679 197,601 290,699 829,23 614,688 502,001
PWY-7097 vanillate ’ 247,1179 ' ' 4231144  640,7833 ! 400,8968 ' ! 414,192 '
: 4 9 7 6 67 6 7
degradation |
vanillinand g7 o, 255,315 213,519 315,449 916,97 685,863 549,603
PWY-7098 vanillate ’ 275,5693 ' ' 461,8426 701,7317 ! 446,1201 ' ! 454,5315 '
; 98 7 3 9 19 6 1
degradation Il
pyruvate
Pwy.7i1y  fermentationto 25001, oo oo 162038 824925 L o0 o g 162532 po g 41954, 386210 L, 50c oo 147115
isobutanol 85 4 2 9 03 9 7
(engineered)
chlorophyllide a
Pwy.7159  Diosynthesis Il 32408 oo, o, 188568 160,712 ooy ooic ot 1a 288627 u0i00g 71706 932046 oo, oo 182546
(aerobic, light 56 7 9 7 57 6 5

independent)
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pyrimidine
deoxyribonucleo

17545,

9081,12

4604,88

9104,81

20598,

PWY-7184 : 9780,875 10704,85 11820,63 11140,51 19376,6 11633,69 8019,55
tides de novo 31 9 5 2 7
biosynthesis |
pyrimidine
PWY-7187 de(_)xyrlbonucleo 4451,0 5006.721 3979,63 2889,67 5470588 7637565 331391 3876,158 13418, 14509,2 6247827 4687,60
tides de novo 3 6 6 9 44 9 9
biosynthesis |1
superpathway of
PWY-7196 .pyrlmldm_e 11257, 5665.248 4281,81 3203,57 7834444  9251.927 6287,46 6642,922 15931, 13509,1 9194.562 5712,70
ribonucleosides 39 3 2 2 4 3 3
salvage
pyrimidine
PWY-7197 deoxyrl.bonucleo 15940, 9329,81 8569,48 4486,39 1063137 11286,58 9220,32 10648 34 20307, 18641,3 11531 45 7691,77
tide 22 9 3 2 29 6 8
phosphorylation
pyrimidine
deoxyribonucleo 10,4914 16,8618 73,0895 111,57 65,7484
PWY-7198 tides de novo 0,0 34,91406 7 5 23,30958 20,97405 4 0,0 76 1 23,31303 0,0
biosynthesis 1V
pyrimidine
PWY-7199 deoxyribonucleo 79723’2 5952,455 4323’50 291;”74 6842,659 8157,645 5675’79 6506,065 13;’?1’ 11119,6 8066,731 525;)’41
sides salvage
superpathway of
PWY-7200 pyrl_mldme 11213, 7378.528 5878,50 3525,78 8323644 9509825 7093,66 8227.129 16254, 14057,3 9594.343 6335,15
deoxyribonucleo 55 4 6 7 75 1 5
side salvage
superpathway of
PWY-7208 pyrimidine 20123, 1,541 4 109035 555050 1310836 1479884 M1 1391397  25a0a 240627 q4gq75 998590
nucleobases 47 9 4 7 4
salvage
superpathway of
Pwy-7209 Pyrimidine 0,0 0,0 00 AT 9712 00 0,0 00 %776 448586 ), 0,0
ribonucleosides 5 28 1

degradation
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pyrimidine
deoxyribonucleo

PWY-7210 tides 00 4981654 P A9 g357674 pggasos 1010 g0 OIS IS gaom6r 00
biosynthesis
from CTP
superpathway of
pyrimidine g, 35 9405,88 4711,52 9477,79 21542, 19916,9 8321,28
PWY-7211 deoxyribonucleo " 10169,55 ' ' 11160,66 12264,58 ' 11694,18 ' ™ 12316,93 '
. 43 9 5 2 82 9 1
tides de novo
biosynthesis
adenosine
PWY-7219 ribonucleotides 19061, 1202153 10782,6 5753,92 13692.09 1465887 113744 13493 76 26170, 24606,0 1526107 9977,05
de novo 6 1 5 4 75 4 7
biosynthesis
PWY-722 nicotingte 138,98 156,8677 121,038 48,9888 1052163 331,265 98,6450 207,336 764,09 64,8795 1075082 73,8129
degradation | 05 5 4 1 06 6 9
adenosine
deoxyribonucleo 19206, 10201,7 5205,62 24611, 22269,7 9214,79
PWY-7220 tides de novo 69 10946,17 1 7 12797,2 13802,32 110129 12677,36 2 9 13965,86 5
biosynthesis Il
guanosine
PWY-7221 ribonucleotides 17215, 10432,88 9469,12 5119,16 1204621 1283481 10174,0 1181381 23379, 206431 131751 8807,54
de novo 88 7 3 1 2 4
biosynthesis
guanosine
Pwy-7202 ~ deoxyribonucleo 19206,y oq 517 1020L7 520962 17975 1380232 110129 1267736 2401 222097 459655 921479
tides de novo 69 1 7 2 9 2
biosynthesis Il
superpathway of
guanosine 18454 10007,1 5261,35 10741,8 24453, 217744 9209,10
PWY-7228 nucleotides de 62 ' 10960,79 1 ! 7’ 12577,93 13517,82 1 ’ 12515,21 17 ' 9 ' 13822,19 2’
novo

biosynthesis |
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superpathway of
adenosine

PWY-7220  nucleotidesde "o 1191708 00000 ST04%0 1agaags 1agagse 00! 13seoag 2000h 2PSLO 1510304 999020
novo
biosynthesis |
inosine-5 ) 55 8352,77 4247,60 8446,41 19392, 17985,7 7501,09
PWY-7234 phosphate ' 8996,226 ' °Y10230,02  11032,56 L 1034823 ' " 11232,59 '
. . 47 6 9 1 51 6 2
biosynthesis Il1
myo-, chiro-and g, 4 7229,6
PWY-7237  scillo-inositol 5 566104 332668 173266 21580 36981 196745 486174 o0 83812 433411 322723
degradation
PWY-7242 D—fructuro_nate 4934,2 4955223 3316,04 2337,67 4718911 5902292 3750,41 5057,98 12455, 6933,47 5923,316 4100,15
degradation 09 2 2 5 33 5 2
TCA cycle VII
PWY-7254 (acetate- 128‘816' 056,773 1o 10 200040 5010554 8287,264 44057’95 11237.21 12g526' 153664 9280674 0y
producers)
ergothioneine
PWY-7255  biosynthesis|  20-1% 3141545 042700 272071 o35 1990  ggogoes 036909 4904505 10962 127086 gap 5as 513,653
. 25 3 4 4 84 8 1
(bacteria)
Pwy-7274 ~ D-eycloserine 4 00 342841 45 0,0 0,0 0,0 0,0 00 00 0,0 0,0
biosynthesis 5
7-(3-amino-3-
PWY-7286  Carboxypropyl)- - 0,0 00 TR0 s 00 0,0 0,0 00 M s o0
wyosine 2 8
biosynthesis
PWY-7295 L-arabinose = 11026 4, 6g1p 166212 oo 8130484 6496474 170290 19903 218:54 204868 g, 4o5, 108,208
degradation IV 66 9 7 91 4 6
dTDP-N-
PWY-7315  acetylthomosami eegéas 1309,554 7845460 402%460 1066,885 2085,448 6926076 1099,779 453;"5 145;"16 840,8049 1112,23
ne biosynthesis
superpathway of
GDP-mannose-
PWY.7323 derived O- 88682 g oo 630178 374606 gooo o oooooac 823580 ooy oo 18865, 167256 g, oo 662113
antigen building 75 8 2 9 95 4 8
blocks

biosynthesis
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superpathway of

UDP-glucose-
PWY-7328 (_ierlved_O-_ 5500,7 5882729 4214,01 2295,31 5065946 5921541 4044,37 5744.24 10728, 12451,3 6737.46 4650,14
antigen building 76 8 7 2 15 2 2
blocks
biosynthesis
superpathway of
UDP-N-
acetylglucosami

PWY-7332 ne-derived O- 1386,9 603,4018 1013,96 109152 2607,768 1932,852 1879,04 724,6285 40864 3517,14 2216,748 1000,53
. O 78 6 8 8 67 5
antigen building

blocks
biosynthesis

PWY-7347 ~ sucrose 350,98 452,8264 592,629 456,882 966,433  1042,33 776,099 618,1571 2457,9 2496,74 1056.73 633,309
biosynthesis I11 07 8 7 6 68 9 8
1,4-dihydroxy-6-

PWY-7371 naphthoate ~ ~O/20 1490009 116828 912816 5054139 oasg7ag 230894 559744 42610 334014 5,55 156 132569
. . 32 8 8 4 48 5
biosynthesis Il
superpathway of

pwy-7373  demethylmenaqu 107,43 0,0 0,0 0,0 0,0 00 984 514319 00 0,0 00 801892

inol-6 22 1 1
biosynthesis Il
1,4-dihydroxy-6-

PWY-7374 naphthoate 17279 765,7652 539,619 480,000 1254,869 1479,902 1049,86 1424,571 16048 1262,32 1551,307 781,658
. . 85 7 5 9 53 3 4
biosynthesis |
cob(ll)yrinate
ac-diamide 59 g 2552,83 1211,96 6130,8 6940,43

PWY-7376 biosynthesis 11 07’ 3075,405 4’ 2’ 3210,832 3436,268 2148,05 4045,425 23’ 8’ 3118,854 2573,43
(late cobalt
incorporation)
cob(I)yrinate
ac-diamide ) qq 4, 420,390 502,569 38434 2220,02 1046,16

PWY-7377 biosynthesis | 9i 296,8557 2 5 1507,507 1777,726 504,562 61,69882 5’ 9’ 1012,809 7’

(early cobalt
insertion)
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1,3-propanediol

PWY-7385  biosynthesis 39é5244 1153307 0,0 00 8356666 1003243 0,0 0,0 1185337 52,3406 6538373 65'%711
(engineered)
isoprene 7,8079 16,1260 29,5323 11,4309 90,357 138,283 88,1260
PWY-7391  biosynthesis Il '’ 30,61363 ' 95,72557 3329852 19,05527 - ' 94,14022 °°
. 92 1 6 7 68 5 8
(engineered)
taxadiene 4;gq, 5004,68 2726,76 5477,83 13743, 10518,0 5549,94
PWY-7392 biosynthesis ' 347,198 ' 0 6726,010  8055,846 ©2 7553 928 ’ ¥ 8196,903 '
. 15 5 5 1 9 6 5
(engineered)
coumarins
PWY-7398 biosynthesis 0,0 0,0 0,0 0,0 00 4488276 35'81119 0,0 33é%19 11";252 1828268 0,0
(engineered)
L-arginine )5 a9 8479,95 8600,97 21098, 195065 7711,89
PWY-7400  biosynthesis IV ' 9442,046 92 434542 10251,14 1140747 =1 11073,72 ’  11061,81 ’
. 08 7 9 56 5 8
(archaebacteria)
aromatic
Pwy-7431 ~ plogenicamine 33336 55060 347212 110964 3268387 4310682 313954 4911871 0088 747338 5450 q95 290889
degradation 51 6 94 2 5
(bacteria)
PWY-7446  sulfoglycolysis *C ' 1660815 O o0 93013 354308 638003 B0 q167,013 1203 MO yy71 568 ST
WY7456 mannan 73610 400 1gs 210708 202702 4y soue” geocorc 474309 o oo 10938 850028 g ooo. 279,123
degradation 75 9 2 8 82 8 9
pwy-7507 ~_L-methionine 288,14, 704 352599 320458 g0p 4419 1001520 214 4176060 11682 808103 g4 6074 569,064
salvage cycle 111 41 3 4 7 99 5
L-methionine
pwy-7528 ~ salvagecyclel 0,0 0,0 00 31,95531 16,31815 16675 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
(bacteria and 8
plants)
6_
hydroxymethyl-
pwy-7s39  difvdropterin 18627, gep 05q 926404 434206 55 51 1944158 852677 qoggzos 19499 1537 11gspa3 800453
diphosphate 65 6 1 2 89 3

biosynthesis I11
(Chlamydia)

114



methylerythritol

PWY-7560 phosphate 14gg2' 8363745 o> 42209 100452 1069347 828366 1001053 193?121' 1825?2’2 10285,42 720;"37
pathway Il
methanol 2782,5 174329 856,269 1036,03 22998 3267,01 2182,75

PWY-7616 oxidation to ® 3563,754 ' ' 897,2555  1524,004 2 3548 462 ' VL 2500,125 '

on t 05 1 2 6 78 9 1
carbon dioxide

WY 7644 heparin 90427 o0 (aerg 168392 424965 ooiooo” o oao 762921 oo 73,398 129423 o000 102,000
degradation 81 5 3 1 64 7 3
gondoate 5,39 13815,1 7689,08 15754,1 39495, 33052,0 13239,3

PWY-7663 biosynthesis ' 13665,58 ’ 9% 20664,93  21339,41 1 16272,22 ' ¥ 20346,46 ’

: 32 2 9 1 98 7 6
(anaerobic)
oleate
PWY-7664  biosynthesis IV 1200 1170873 112253 493042 4510304 1557731 102801 1306045 26460, 288340 4440043 100231
: 65 6 1 2 44 5 1
(anaerobic)
superpathway of
purine
PWY-841  nucleotides de 188f7' 10739,1 985;"17 5203'05 1255483 13412,94 105887’9 12274,81 24%)0’ 21860,6 1361291 gozf,lg
novo
biosynthesis |

PWY-922 mevalonate 153,36 g 35499 556740 148681 1356857 2231909 122827 701482 17860 208008 1og 9397 167631
pathway | 13 7 9 8 62 3
superpathway of

PWY0-1061 L-alanine 19214 grpa1gs 8857120 300606 aonp a0y ge29460 409748 8962221 10200 161961 gp07 97 642184
. : 51 6 1 99 5 9
biosynthesis
ADP-L-glycero-

PWY0.1241 gbetaiD- 22020  gooosco 266526 143454 gou0ooc oo 345502 onc.o, 82654 900188 oo, 262777
manno-heptose 41 9 6 4 35 8 7
biosynthesis

PWYO-1261  annydromuropep 11086, o) oo 664428 403074 a0 oo oo o0t 822871 oo, 21686, 159297 | ocoo. 738586
tides recycling 46 7 7 1 78 9 8

3_
phenylpropanoat

PWYO-1277 |, SaNd3-(B- 167,76 55555 148,696 106,289 g5 9160 5p76032 141558 s3gmsos 17012 70919 198705 244472
hydroxyphenyl)p 04 5 4 6 18 6
ropanoate

degradation
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purine

PWY0-1296  ribonucleosides 3023’0 3283.21 27097'62 20559 483847 6206453 367384 3841425 11?;’7' 938328 5621,002 356§'90
degradation
superpathway of
purine
PWY0-1297  deoxyribonucleo 4855”5 3034,725  2491,92 186;"45 4458177 5790,577 33771'60 3602,964 10;’829’ 10936’1 5132,141 32821'63
sides
degradation
superpathway of
pyrimidine
PWY0-1298  deoxyribonucleo 38:?’0 2371,404 197;3'29 15978'67 4226321  5262,94 299;)'35 2860,334 96;5'1 9532'69 4291,921 27193'05
sides
degradation
CDP-
PWY0-1319 diacylglycerol 19§g0' 13910,64 121f6’2 6303'78 15213.84  16540,02 12727’3 16161,81 29?51’ 28729*0 16047,62 11224*0
biosynthesis Il
PWY0-1338 mﬂymyxm 265,11 8068374 353,478 107,739 1368807 1041,109 73,8182 1516,374 2458,5 509,192 4383121 488,698
resistance 94 6 6 3 45 4 7
superpathway of
heme
PWY0-1415 b'osggtmhes's 76é§’7 5350,397 4215'48 2512'36 5782,405 6137,671 519?}’70 6196,629 112769’ 11089,9 6580,221 457595
uroporphyrinoge
n-11l
PWY0-1479  tRNA processing 30?;”6 3563,497 2132'53 1655"05 3366,072 6566,318 34443'58 3105,351 12;’30’ 96777'70 4615,413 327;"53
PWYO-1533  Methylphosphon 23250 o0 199850 100252 o cor giangps 239298 poioc.e 94121 288310 ,ooo oo 173049
ate degradation | 94 5 6 8 81 3 4
peptidoglycan
maturation
PWY0-1586 (meso- 16256, gogg 312 830696 318767 434356 geg77e 089800 ggpp 737 19202 165411 grqp ga5 650023
| (mest 47 4 1 8 27 2 3
diaminopimelate
containing)
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superpathway of

pyrimidine
PWY0-162  ribonucleotides 1000 1005824 T0o0rt O3B0 4a0mp 36 g370755 10235 yoe7600  24THR 22243 y300261 922846
de novo
biosynthesis
superpathway of
pyrimidine

Pwyo-166  dexyribonucleo 16381, g 9543, 846568 429548 gg0799 10gosgs E90000 1040418 19061 180031 1476349 745067
tides de novo 67 5 6 6 88 7
biosynthesis (E.

coli)
phenylacetate
PWY0-321  degradation| 20020 3971888 226439 706692 1190114 3147468 907062 4390785 7484 438532 564y 575 243664
; 57 3 5 5 68 4 1
(aerobic)
allantoin

PWY0-41  degradation IV 11gi46 235,5621 255é018 77’%174 2442516 148,8347 211;‘01 142,5848 93%63 188,141 266,6043 92":’1597
(anaerobic)

PWY0-42 Z'mit;‘g’l:f'l”ate 0158 graress S0 MO0 uer1 077 2sa124 YN0 04263 00 712150 3334037 PN

PWY0-781 aspartate 14388, gog3 a4 199049 409627 151806 1088441 807388 g1y 63 19619 190110059958 751316
superpathway 93 2 4 7 89 6
superpathway of
pyridoxal 5'-

PWY0-845 phosphate  S2200  saga65 432343 189362 5995397 6033609 169340 gpgg10g 11074 102153 pg05 57, 406494
. ; 57 1 1 24 8 2
biosynthesis and

salvage
(5Z)-dodec-5-

PWY0-862 enoate 16992, 1110769 106934 496571 1500436 1asgsst OLIML 1931996 24984 276084 455, 59 9397.28
biosynthesis 83 S 6 ! 01 8 !

PWY1G-0 b:gz;gm:gls SOL oami221 w0087 PH2T2 earoore 1147204 P00 gom9334 20D 220 9176057 100201

PWY490-3 mtrate_recjucuon 389,92 5205138 467,572 409,633 1228432 1364514 997,743 9597704 24515 1403,81 7318256 699,261
VI (assimilatory) 4 8 9 2 18 6 3
phosphatidylglyc

PWY4FS-7  erol biosynthesis /220" 116352 103385 53411 091564 1391097 110932 q339006 24983, 225500 o755, 9936,72
| (plastidio 24 1 5 7 35 6 1
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phosphatidylglyc

PWY4FS-8 erol biosynthesis 200 116352 105500 S39AIL1o91564 130107 110932 332906 24383 225900 y5755, 9536.72
16s 24 1 5 7 35 6 1
11 (non-plastidic)
PWY5F9-12 bipheny! 0,0 0,0 0,0 4,0 0,0 0,0 0,0 0,0 00 00 0,0 0,0
degradation
PWYG-321 mycolate 18887, ;54 5g 117993 517884 1000509 1627897 107738 13gr3gg 27648 303498 g6 05 105622
biosynthesis 63 4 3 4 92 3 8
PYRIDNUCSA  NAD salvage 11748, 6010,92 2816,50 5842,33 13812, 12479,0 5302,70
L oWy sty | 17 6600635 ) ; 6959 7974227 ¢ 7326,936 o 07 7343845 U
NAD
PYRIDNUCSY o iesist 13713 goggizg 714810 379434 ooprior g0, ngr 800545 gpcoqo, 17477, 150000 o0, oo 659259
N-PWY 49 8 3 9 22 8 7
(from aspartate)
PYRIDOXSYN-  PYMidoxal 5= g4 605343 1044,03 10271, 12953,9 4029,45
phosphate ' 5496,391 #51650,02 22843  6319,783 9 6155,699 '  4464,996 '
PWY . , 95 9 7 19 3 3
biosynthesis |
REDCITCYC  CACYCle VIIL 13430, 00 55 919153 S3TLAT 1149071 1364123 973768  1oag91p 23867, 234980 159165 959551
(helicobacter) 58 8 7 1 72 7
RHAMCAT-  L-thamnose 15493 1505,15 122426 1578,79 45945 360642 1928,90
WY deqradation | e 2487,951 : .~ 2089308 2267052 ' 2134885 oo L C 2862769 T
flavin
RIBOSYN2-  biosynthesis | 16249, 8950,64 4724,06 9497,84 21567, 20651,7 8183,95
o (bacteria and o 9702229 4 5 1137689 1225007 1120851~ 5| 1228039 o
plants)
RUMP-pwy  formaldehyde 98276 o, 000" 685411 48L886 1;c0o0c jonocee 108217 oo 19480 116814 0.0 849,105
oxidation | 3 2 3 2 31 3 3
SALVADEHYp  2denosine 094 3790,38 8377,16 21961, 192958 7912,56
nucleotides ' 10076,19 702151 % 10048,84  11605,62 1% 10675,51 ' © 11729,93 '
OX-PWY : 15 2 5 19 1 1
degradation Il
superpathway of
SER-GLYSYN-  L-serineand 18141, 11057,8 5527,99 10786,8 26396, 25633,3 10003,8
Wy lycing s 1251604 5 L 1269261 1415152 g 1440865 5, ; 14036,6 o
biosynthesis |
SO4ASSIM-  sulfate reduction 15286, 8379,85 3845,09 7711,66 19744, 21733,0 7310,88
" | similatory) 43 8918.146 : 5 9698066 1114939 ' 1063726 g, L7 1081549
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sucrose

sucsyN-pwy  Plosynthesisl 10239 415995 156089 977345 s0g5908 2698006 169883 q7507g9 98494 614712 opgsng 163899
(from 99 9 2 9 3 8
photosynthesis)
superpathway of
sulfate
SULFATE- Lo 17029, 9426,07 4509,79 8893,62 22294, 22093,1 8328,56
CYS-PWY aSS|m|Iat|_on and 57 10181,53 7 5 11028,55 12438,15 4 12103,28 49 1 12308,93 7
cysteine
biosynthesis
TCA TCA Cycle_ | 21202, 11892,.96  11405.3 5638,77 1405537 1519291 12027,0 13814,18 27193, 24585,1 15501,79 10188,4
(prokaryotic) 51 3 4 89 6 4
i _ superpathway of
TCA-GLYOX glyoxylate 17558, 9396.942 8755,14 3619,16 7811985 9889,655 6817,10 10726,64 16973, 17524,7 10310,37 7271,68
BYPASS 41 5 5 8 68 7 8
bypass and TCA
TEICHOICACI  teichoicacid 550, 208,018 153,643 528,414 870,53 640,360 675,809
(poly-glycerol) ' 742,2848 i ! 319,7958 405,3526 i 1420,972 ' i 923,8398 i
D-PWY g : 63 7 3 9 4 7 3
biosynthesis
superpathway of
thiamin 8285,7 4440,84 3441,28 16793, 15622,7 5983,53
THISYN-PWY diphosphate 14 5583,172 7 5 8041,863 9751,267 527041 6688,985 85 9 9779,697 3
biosynthesis |
_ superpathway of
THREOCAT L-threonine 75,180 190,4794 0,0 179,905 313,4873 1046,667 0,0 0,0 3020,9 644,822 697,5925 573,400
PWY . 67 8 33 2 1
metabolism
i superpathway of
THRESYN L-threonine 16811, 10712,85 9166,58 5361,36 12894,89 14338,87 10645,6 11937,19 24958, 243378 14121,85 9248,55
PWY . . 04 4 2 55 9 4
biosynthesis
TRNA 16269 850991 4339,11 20398, 191375 7642,42
CHARGING- tRNA charging ' 8892,001 ' ' 10567,15 11776,49 874395 10212,29 ' ' 11396,92 '
PWY 49 5 8 25 3 2
TRPSYN-pwy  Ltyptophan 18459, g5 05 972426 499854 1500967 1976177 109938 1915 as 22519 222585 1540000 868661
biosynthesis 14 7 1 1 48 3
TYRFUMCAT- L-tyrosine 5804,4 3972,69 1140,21 2247,95 7752,3 10696,3 3532,69
PWY degradation | 58 5205,626 5 5 3087,438 5073,135 3 6122,28 23 3 4108,401 )
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superpathway of

UBISYN-pwy  Ubiquinol-8 10190, g4, 07 638626 280048 510004 go15015 013849 7041308 1499 145484 7079801 07078
biosynthesis 13 4 8 2 16 3
(prokaryotic)
UDPNAGSYN-  DP-N-acetyl- g 774 8764,76 4485,14 9301,49 21684, 19438,3 7678,17
D-glucosamine " 9304,158 ' ' 10952,36  11441,38 ' 10545,71 ' ™ 10993,72 '
PWY . . 21 5 8 7 31 2 7
biosynthesis |
VALDEG-PWY L-valine 12154 go61086  PO17 00 1753128 1223218 104294 0,0 465,34 197,058 1164167 101377
degradation | 09 3 7 74 7 5
VALSYN-PWY _L-vallne _ 23460, 15884,64 14491,0 7469,48 1019309 1985717 15583,1 18766,54 38295, 32670,1 20100,33 13413,8
biosynthesis 14 4 6 3 87 3 4
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Anexo 8.

Comparacion por replicas por cada punto a nivel metabélico

A 95% confidence intervals
PWY-5273 : o+ < le-15
PWY-5266 ————— 1 | HOH < le-15
PWY-6339 /4 | o] < le-15
PWY-4722 B le < le-15
LACTOSECAT-PWY P IO < le-15
THREOCAT-PWY i :o < le-15
PWY-1501 | P < le-15
PWY-5265 == | 1ol < le-15
PWY-5183 b o 1 < 1le-15
PWY-7210 | o ! < 1le-15
PWY-7198 g o: < 1le-15
PWY-5656 § DI < le-15 ﬁ
PWY-1361 j Q <lels
PWY-7528 § [¢] <lel5 §
PWY-6731 |y al 1.04e-14
PWY-7398 | o 1.77e-13 3
GLYCOL-GLYOXDEG-PWY § OI 4.74e-11 E.
PWY-7373 :0 1.16e-9
PWY-6397 | o) 7.79e-8
PWY-1541 | I} 2.99e-7
PWY-7385 | @] 3.11e-6
PWY-5499 | o] 2.03e-5
PWY-6948 | o] 5.58e-5
PWY-5198 | dla 6.21e-5
P241-PWY | 9 1.66e-3
PWY-6957 | P 2.19e-3
PWY-6906 | Q 3.18e-3
PWY-5179 | 0] 0.023
I L | I 1 1 I 1
0.0 0.1 -0.02 0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12
Proportion (%) Difference between proportions (%)
B 95% confidence intervals
AEROBACTINSYN-PWY ———=— : =0 < le-15
PWY-7385 F/—— | o+ < le-15
PWY-5677 == | HOH < le-15
THREOCAT-PWY —/——————— I —o— < le-15
PWY-6957 o —o— ' <1e-15
PWY-6629 ——————1 : —0— < le-15
PWY-1501 —momrq o+ : < 1le-15
PWY-7013 /=3 | o < le-15
GOLPDLCAT-PWY —— | o+ < le-15
VALDEG-PWY /= | e+ < le-15
PWY-5005 == I o+ < le-15
PWY-7024 —g FOH : <1e15
PWY-7210 = | HOH 1.32e-14
PWY-6731 F— | HA 1.76e-14
PWY-5743 |4 KA | 2.00e-13
PWY-5744 | KA | 3.75e-13
METH-ACETATE-PWY [— [ 2.61e-12
PWY-7373 b HH l 4.66e-12
GLYCOL-GLYOXDEG-PWY F—— : HH 6.97e-12
PWY-7198 H2 | KA 1.18e-9
PWY-3941 B el 5.06e-6
PWY-5656 5 A | 9.21e-6
LACTOSECAT-PWY B (@] 0.046
| | 1 | | | |
0.0 0.0-0.020 -0.015 -0.010 -0.005 0.000 0.005 0.010 0.015
Proportion (%) Difference between proportions (%)
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D

95% confidence intervals

ECASYN-PWY f—o—— e : < 1le-15
PWY-6629 b o I < 1le-15
PWY-7274 | © < 1le15

THREOCAT-PWY |—m—m—y Ko I <1le-15
PWY-7013 b——— 1o | <1e-15
AEROBACTINSYN-PWY ——0op o : <1le15
P162-PWY — ¢] : <1le-15
PWY-5177 |5 o <le-15
PWY-6731 o < 1le-15
PWY-7385 | ol 1.85e-13
PWY-7210 | ol 5.49¢-8
LACTOSECAT-PWY | d 1.36e-7
PWY-7209 | ci 1.78e-6
PWY-7198 | 0 4.28e-5
PWY-7024 | o) 2.18e-4
PWY-7398 | Q 0.010
PWY-5744 | Q 0.011
PWY-5743 | o 0.014
L | L | | I L | I
0.0 01 -0.12 -0.10 -0.08 -0.06 -0.04 =-0.02 0.00 0.02
Proportion (%) Difference between proportions (%)
95% confidence intervals
LACTOSECAT-PWY I lm < le-15

PWY-6167 P : o] < le-15

PWY-6141 | e < le-15

PWY-5273 f——" oA | < le-15

PWY-5266 ———————m (o | < le-15

PWY-5265 = I FOH <1le-15

METHGLYUT-PWY |— o : <1e-15

PWY-6957 |— ol : < le-15

PWY-7013 | o < le-15

PWY-7295 |5 (ST 1.29e-15

PWY-6944 | o | 4.19e-15

VALDEG-PWY | o | 6.21le-15

PWY-1361 | ! 7.57e-15

PWY-5529 | o : 1.97e-11

P621-PWY a 3.30e-9

PWY-7024 Q| 1.31e-8

PWY-6148 P | 1o 3.49¢-8

PWY-1501 |y gl 6.32e-8

PWY-3941 | o! 3.05e-7

PWY-6165 P :m 2.17e-6

CHLOROPHYLL-SYN | o 3.99e-6

PWY-6654 [ ] 7.76e-6

PWY-5744 h (o} 8.66e-6

PWY-5743 h @l 1.28e-5

PWY-7286 ] o 1.19e-4

PWY.6350 f b 4.66e-4

PWY-6349 :u 7.92e-4

PWY-7084 | Q 0.010

PWY-7385 j Ql 0.015

PWY-7002 | @ 0.077

L | L 1 | I 1 | | I !
0.0 0.1 -0.06 -0.05 -0.04 -0.03 -0.02 -0.01 0.00 001 0.02

Proportion (%)
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E 95% confidence intervals
|

PWY-6906 P o

PWY-4722 F 1 | 00—

PWY-2221 F=—x I —0—

PWY-7528 /3 | —0—

PWY-7398 — —o— |

PWY-7209 /= | —o—

PWY-1422 F=1 | —o—

1 1 L 1 | I 1 l
0.0 0.0-0.004 —0.002 0.000 0.002 0.004 0.0C
Proportion (%) Difference between proportions (%)
F 95% confidence intervals

PWY-7528 B :0 < le-15
PWY-5529 ————————1 | —0— < le-15

CHLOROPHYLL-SYN ——— | o < le-15
PWY-7398 | 6] < le-15
PWY-5265 b—o——y —o— I <lel5 3
PWY-6944 ——y —0— I <lel5
PWY-7373 —my —o— ' <lels §
PWY-6404 F==== : —o <lels T
PWY-7024 F—d : —o— <le15 2
PWY-5744 F—— | o <1lel5 2
PWY-5743 F———4 | o+ < le-15

LACTOSECAT-PWY — FOH | 5.16e-12
PWY-7210 F | KA 9.24e-5
PWY-7198 B I'e] 9.22e-3

L 1 | | 1 |
0.0 0.0-0.015 -0.010 -0.005  0.000 0.005 0.010 0.015
Proportion (%) Difference between proportions (%)

Nota: Se muestran las diferencias por cada punto para las rutas metabolicas. A) Tisaleo B)
Alobamba C) Santa Lucia D) Huachi Grande E) Cevallos y F) Manzana de Oro.
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Anexo 9.

Convenio de autorizacion para la toma de muestras por parte de ASOPROCAMOR

Ambato, 2 de octubre de 2023
AUTORIZACION

A quien comesponda,

Yo, Luisa Susana Naranjo Cordovilla, con Cl: 1801306984, representante legal de
ASOPROCAMOR Cadena Provincial de la Mora Tungurahua, autoriza al Sr. Lenin
Apurimak Comales lza con Cl: 0550245005, estudiante de la camera de
Biotecnologia, de la Universidad Técnica de Ambato y a la Srta. Lizbeth Andrea
Vallejo Guerero, con Cl: 1850176064, estudiante de la carera de Ingenieria en
Biotecnologia.

Yo, Wiliam Ricardo Calero Caceres, con Cl: 1714348859, docente de
Universidad Técnica de Ambato de la camera de Biotecnologia, me
comprometo con el Sr. Lenin Apurimak Corrales lza con Cl: 0550245005 y la Srta.
Lizbeth Andrea Vallejo Guerrero con Cl: 1850176064 estudiantes de la carrera de
Biotecnologia,

Yo, Lenin Apurimak Comales Iza, con Cl: 0550245005, estudiante de la carrera de
Biotecnologia, de la Universidad Técnica de Ambato, me comprometo a:

Yo, Llizbeth Andrea Vallejo Guerero, con Cl: 1850176064, estudiante de la
camera de Biotecnologia, de la Universidad Técnica de Ambato, me
comprometo a:

Empresa: tomar muestras para la obtencién del ADN microbiano o fungico y
realizar el andlisis filogenético de los microorganismos presentes en las muestras,
como parte del proyecto “SECUENCIA ECUADOR 2022", arealizarse en conjunto
con la empresa BioSequence S.A.S y a la institucién académica mencionada.

Institucién académica: A guiar en la obtencion del ADN microbiano o fungico y
realizar el andlisis flogenético de los microorganismos presentes en las muestras
de la empresa colaboradora, como parte del proyecto "SECUENCIA ECUADOR
2022", a realizarse en conjunto con BioSequence S.A.S.

Estudiantes: Solicito de la manera mas comedida redalizar un proyecto de
investigacién de andiisis filogenético de los microorganismos bacterianos o
fongicos presentes en muestras biolbégicas procedentes de su empresa. Este
andlisis no tiene costo alguno, y tiene como objeto identificar grupos de
microorganismos que pueden estar afectando a procesos de elaboracion de
productos, o a su vez realizar un control de calidad de los diferentes ambientes
de produccién.
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Dicho proyecto se desarrollard juntamente con la Universidad Técnica de
Ambato como proyecto de investigacién para mi titulacién. Las muestras serdn
procesadas por la tecnologia de secuenciacién de siguiente generacién de
llumina en la empresa BioSequence Ecuador como parte de “SECUENCIA
ECUADOR 2022". Siendo asi, solicito dar parte para utilizar esta informacién
exclusivamente en el proyecto de investigacién y titulacién con la universidad
en mencion.

Informacién Legal: Toda la informaciéon genética y andlisis obtenidos del
presente estudio ser@n desarrollados en base a una investigacion cientifica con
tecnologia NGS de lllumina, por lo que nos responsabilizamos juntamente con la
empresa BioSequence de su contenido, veracidad y alcance cientifico. Asi
mismo toda la informacién recolectada pertenecerd exclusivamente a la
empresa a la que usted representa y cualquier mal uso de esta serd penada
acorde a las leyes de comercio e intelecto vigentes en el Ecuador.

En adicién al parrafo precedente, elinteresado puede hacer uso de la presente
como crea conveniente.

Atentamente,

WiIIiJ:m Ricardo Calero

Naranjo Cordovilla ~ Cdceres, PhD
Presidenta Universidad Técnica de
ASOPROCAMOR Ambato
_— )
5 I/
s —— i+
7 v
Lenin Apurimak Corrales Lizbeth Andrea Vallejo
lza Guerrero
Universidad Técnica de Universidad Técnica de
Ambato Ambato
ClI: 055024500 Cl:1850176064
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