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RESUMEN

El presente trabajo constituye una primera aproximacién a un estudio polifasico de L.
plantarum, enfoque que es requerido para tener una mejor descripcién de las cepas dada

la heterogeneidad fenotipica y genotipica que presenta el género,

Debido a que la variabilidad entre microorganismos puede ser expresada en mltiples y
diferentes moléculas una clasificacion que considere toda o la mayorla de la informacién
sobre.todos los aspectos conocidos de un organismo cubrird partes esenciales de su
genoma, que seran reflejados en una clasificacién mas completa, de aqui la importancia

de una taxonomia polifasica para Lactobacifius,

El polimorfismo en longitud de los fragmentos de ADN (RFLP) vy el método de
agrupamientc UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Mean) se
emplearon para tipificar a 22 cepas aisladas del pozol, identificadas bioquimicamente
como L. plantarum, en paralelo con tres cepas de referencia de American Type Culture
Collection (ATCC): ATCC 8014, ATCC 10241y ATCC 14431.

Las enzimas Bgl, EcoRl y Hindl fueron seleccionadas para digerir el ADN de las cepas
bajo estudio, pues generaron fragmentos cuantificables y distinguibles para la mayoria de
las cepas. Se obtuvo un perfil de restriccion (nico para cada cepa, incluyendo a las cepas
de referencia, lo que reveld una marcada heterogeneidad genética en la especie.
Asimismo, las diferencias en los perfiles se reflejaron en el agrupamiento de las cepas, en
vista de que los tres dendogramas generados no muestran grupos estrechamente
relacionados, sino gue evidencian la formacion de un grupe principal, que albergd
alrededor del 85% de las cepas, a una distancia que oscild entre 0.51 y 0.52.

No se encontrd una correlacién entre la heterogeneidad genética encontrada y los
resultados de identidad bioquimica. Asi mismo, las cepas ATCC 8014 y ATCC 14431

mostraron una mayeor relacién con las cepas bajo estudio.




Los resultados obtenidos contribuyen a reforzar aspectos sefialados por diversos autores
sobre la falta de correlacion entre la heterogeneidad genética y la identidad biogquimica,
particularmente ante los diferentes comportamientos de las cepas consideradas como de
referencia. Hecho que reafirma el concepto de que los estudios poblacionales deben
abordarse con enfogues polifasicos para una mejor identificacion de las cepas.




[. INTRODUCCION

La identificacion y clasificacion bacteriana habia representado un area poco interesante
dentro de la microbiclogia y su realizacién se basada fundamentalmente en pruebas
fenotipicas clasicas o tradicionales. Los trabajos realizados por Carl R. Woese y
colaboradores en los 70's, empleando la molécula de ARNr para estudiar la filogenia de
los procariontes, promovieron un gran desarrolio en lo que a taxonomia bacteriana se
refiere. El emplec de técnicas basadas en la utilizacion de ésta molécula ¢ en los genes
que 13 codifican (ADNr) revolucionaron la visién taxonomica y filogenélica de todos los
seres vivos (Vandamme et al. 1996).

La taxonomia bacteriana emplea diferentes tipos de informacion: genotipica, derivada de
los acidos nucleicos (ADN y ARN) y fenotipica, derivada de las proteinas y sus funciones,

marcadores quimiotaxonomicos y un amplio rango de caracteristicas expresadas.

El empleo de la informacion genotipica y fenotipica en una forma aislada para la
identificacion y/o caracterizacién de un grupo determinado, ha generado, en algunos
casos, resultados que difieren al comparar ambos tipos de informacion (Hammes y
Vogel, 1995).

Una clasificacion que considere la informacion sobre todos los aspectos conocidos de un
organismo en particular cubrira partes esenciales de su genoma, lo que constituye un
argumento que remarca una mayor estabilidad de una clasificacion polifasica. La
propuesta de integrar la informacion genotipica, fenotipica y filogenética para iograr un
tipo consenso de taxonomia se aborda por la taxonomia pelifasica. Esta ha sido aplicada
a diversos grupos bacterianos para alcanzar una asignacion de especie sobre la base de

todes los datos fenotipicos y genotipicos disponibles.

Es conocido que la taxonomia del genero Lactobacilius es insatisfactoria debido a que el
género es fenotipicamente heterogéneo, e incluso algunas especies han mostrado

también una heterogeneidad genotipica. Para llegar a una clara identificacién de las




especies dentro de este género se propone una combinacidn de los diferentes tipos de

informacién que se tengan disponibles y obtener una asignacion consenso.

Este trabajo pretende caracterizar a cepas de Lacfobacillus plantarum aisladas del pozol
mediante el analisis de los perfiles de restriccion. Esta caracterizacion molecular permitirad
determinar la heterogeneidad genética de la especie y correlacionar la identificacion
fisioldgica de las cepas con el andlisis de agrupamiento obtenido a partir de la informacién

generada de los perfiles.

Asi mismo, este trabajo contribuird al conocimiento sobre la microbiologia del pozo!
(alimento fermentado tradicional), donde L. plantarum es uno de los microorganismos
predominantes.




iI. GENERALIDADES

2.1 SISTEMATICA BACTERIANA

La identificacion y clasificaciéon bacteriana habia representado un area poco interesante
dentro de la microbiologia. Desde los 1870s, cuando Carl R. Woese y colaboradores
comenzaron a estudiar la filogenia de los procariontes utilizando la molécula de ARNr
16S, se presentd un gran desarrollo en lo que a taxonomia bacteriana se refiere. El
empléo de técnicas basadas en la utilizacién de ésta molécula o en los genes que la
codifican (ADNr) revolucionaron la visién taxondmica y filogenética de todos los seres

vivos (Vandamme y col. 1996).

Se emplean diferentes tipos de informacion en la taxonomia bacteriana: informacién
genotipica, derivada de los acidos nucleicos {ADN y ARN) e informacion fenctipica,
derivada de las proteinas y sus funciones, diferentes marcadores quimiotaxonémicos y un

amplio rango de caracteristicas expresadas ( Fig. 1).
2.1.1 Métodos fenotipicos

Las pruebas fenotipicas clasicas o tradicionales son utilizadas como esquemas de
clasificacién en la mayorfa de los laboratorios de microbiotogia, constituyendo la base
para la descripcion formal de los taxa (Vandamme y col, 1996). Se han desarrollado
sistemas de identificacion miniaturizada basada en  caraclteres nutricionales y
bioquimicos. E! procedimiento de estos sistemas incluye la comparacién de un gran
numero de propiedades fenotipicas de un organismc con las mismas propiedades
fenotipicas de otros organismos considerados como referencia. El grado de similitud con
respecto a las cepas tipo es calculado mediante programas de computo. Los sistemas
API (bioMérieux SA, La Balme-les-Grottes, Francia}, Enterotubo Il y Tubo Oxi-Ferm
(Becton Dickinson Microbial Systems), Sistema Pasco MIC/ID (Difco Laboratories),
Sistema Biolog (Biclog, Inc., Hayward, CA. USA), Sistema MicrolD (General Diagnostic,
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Figura 1. Esquema de los diferentes tipos de informacién empleados en la taxonomia
polifasica. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), PFGE (Pulsed-Field Gel
Electrophoresis), ARDRA (Amplified rDNA Restriction Analysis), RAPD (Randomly
Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), LMW
{Low Molecular Weight}). Tomado de Vandamme y col. (1996).

Div., Warner Lambert Co.), entre otros, son ejemplos de sistemas de identificacian
miniaturizados.,




Ei andlisis del patrén de acidos grasos para la clasificacién e identificacién de bacterias es
una técnica claramente establecida, su importancia para la identificacion se basa en las
diferencias estructurales de estas moléculas. De igual manera, el potencial del analisis de
las quinanas iscprenoides para la caracterizacion bacteriana esta fundamentado en base
a la estructura de estas molécutas: longitud de la cadena lateral isoprenoide, nimero de
unidades isoprenoides saturadas y por los diferentes tipos de quinonas (Busee y Auling,
1996).

Aunqle e! papel de las poliaminas en la célula ain no es claro, su importancia en el
metabolismo bacteriana parece si serlo, ya que su cardcter universal y la variabilidad
cuantitativa y cualitativa fas hace figurar como marcadores quimictaxondmicos, que
dependiendo del grupo de organismo estudiado son capaces de evidenciar a nivel de
género y especie (Busse y col. 1988; Yang y col. 1993).

La pirdlisis evaluada en espectrometria de masas, la espectroscopia infraroja empleando
transformada de Fourier y la espectroscopia Raman con resonancia UV son técnicas
analiticas sofisticadas, las cuales examinan la composicién quimica total de las células
bacterianas. Estos métodos han sido utilizados para estudios taxonémicos de grupos
particulares de bacterias (Magee, 1993).

La comparacion de patrones de proteinas celulares obtenidos a partir de una
electroforesis en gel de poliacrilamida-sulfato dodecil de sodio (SDS-PAGE) ha
proporcionado un método muy seguro para comparar y agrupar a un gran nimero de
cepas relacionadas muy estrechamente (Pot y col. 1994). Incluso numerosos estudios han
revelado una correlacién entre la alta similitud en el contenido de proteina celular total y
la hibridizacion ADN/ADN (Costas, 1992). También se emplea e! analisis del patrén de
proteinas para las investigaciones que requieren una identificacion a nivel de género o
especie y para la deteccion de aislados idénticos de muestras naturales. Este método ha
sido aplicado para |a identificacion y clasificacion del género Lactobacillus (Dicks y van
Vuuren, 1987; Pot y col., 1993, y Couto y Hogg, 1994).




En particular, el estudio de los diaminoacidos de 1a pared bacteriana y e! analisis de los
azucares de ésta o de la célula total, son empleados para la clasificacion y descripcion
de las bacterias Gram-positivas. Asi mismo, para la descripcion y diferenciacion de los
taxa Gram-positivas, se han reconocido cinco tipos de fosfolipidos, que inclusive permiten
clasificar a bacterias nocardioformes y actinomicetes. Por otro lado, el analisis de los
acidos micélicos ha servido para distinguir a miembros del género corineriformes (tomado
de Busse y col., 1596).

Cuando los organismos son identificados por caracteres fenotipicos, por ejemplo las
pruebas miniaturizadas, es obligatorio incluir cepas de referencia, ya que varios factores
pueden influenciar la calidad de la identificacion. Usualmente las especies bacterianas
consisten de diferentes cepas y/o biotipos, mostrando variacion en el fenotipo, el cual
también puede ser afectado por la ausencia o presencia de pldsmidos que codifican para
ciertas funciones metabdlicas; la variacion en el tamafio del inoculo y la duracion de {a
incubacion pueden afectar la interpretacién de los resultados, de igual manera cepas
recientemente aistadas pueden mostrar diferentes perfiles de reaccidn comparadas con
aquellas que han estado conservadas o subcultivadas por un largo tiempo en el

laboratorio (Vandamme y col., 1996).

2.1.2 Métodos genotipicos

La determinacién del contenido G+C (G:Guanina y C:Citocina) es un método clasico
considerado parte de la descripcién estandar de los taxa bacterianos y generalmente la
variacién en el contenido de estas bases dentro de una especie no debe incrementar mas
del 5% y dentro de un género no mas del 10% (Schleifer and Stackebrand, 1983).
Estudios de hibridizacién ADN/ADN se emplean para la identificacion a nivel de especie y
el porcentaje en similitud es un valor indicativo indirecto de la similitud de secuencias
entre dos genomas completos; un valer del 70% indica una relacién a nivel de especie,
mientras que valores entre el 20% y 60% evidencian a un nivel de género. Pruebas
basadas en el ADN son utilizadas para !a identificacién de bacterias en diagnosticos

médicos, la deteccidén de bacterias recombinantes en el medio y en estudios de la




estructura y dinamica de poblaciones en un ecosistema microbiano. Las hibridizaciones
ADN/ARNr son ampliamente utilizadas para clarificar relaciones filogenéticas,
especialmente dentro de la clase Protecbacteria. Esta prueba combinada con otras
caracteristicas fenotipicas ha permitido el establecimiento de numerosos géneros;
Hydrogenophaga y Brevundimonas, entre otros (Segers y col,, 1994),

El ARNr es considerado como el mejor indicador de relaciones filogenéticas, debido a que
estd presente en todas las bacterias, es funcionalmente constante y estd compuesto por
dominios altamente conservadas, asi como por dominios altamente variables. La
comparacion de secuencias del ARNr 168 ha permitido la identificacién de especies
estrechamente relaciocnadas y proporciona de fgual manera pruebas especificas para
lograr una identificacion precisa de los microorganismos. La secuenciacién de los genes
ARNr 168, ia amplificacion de los mismos con “cebadores” conservados, mediante la
técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (de sus siglas en ingles PCR:
Polymerase Chain Reacticn) y la utilizacién de la transcriptasa reversa permitieron un

avance muy importante en la filogenia bacteriana (Vandamme y col., 1996).

La comparacién de los valores de similitud empleando ARNr 168 y la similitud encontrada
al analizar el ADN para los mismos organismos, en algunos casos a resultado
contradictoria, por ejemplo la similitud entre Bacitius psychrophilus y Bacillus globisporus
empleande ARNr 16S es 99.9% y, en contraposicién, la similitud utilizando ADN es del
23% (Fox y col., 1992). Estas observaciones sugieren obtener informacidn adicional a
cerca de otras caracteristicas para obtener una descripcion taxonémica confiable.

Los patrones de ADN polimérfico amplificado aleateriamente (RAPD) han permitido Ia
diferenciacién de cepas relacionadas muy estrechamente, su aplicacion resufta muy
relevante en el 4rea clinica diferenciando a especies patdgenas dificiles de distinguir,
tales como Listeria monocytogenes y Listeria innocua (Czajka y col., 1893} y cepas de
Staphylococcus aureus (Saulnier y col., 1993).




La deteccion de todos los miembros de una comunidad en su ambiente natural presenta
ciertos problemas debido a que no todos los microorganismos son susceptibles a
cultivarse, esto se ha venido resolviendo gracias al desarrollo de técnicas de PCR, donde
los genes de ARNr 165 son amplificados’, clonados y secuenciados, y el namero de
secuencias diferentes que resuitan indican, por tanto, la diversidad bacteriana dentro de
la muestra. Para la deteccién y clonacidn de genes especificos ARNr 16S dentro de la
comunidad, se utiliza una electroforesis en gradiente desnaturalizante (DGGE: denaturing
gradient gel electrophoresis), la cual permite una separacion de los fragmentos
amplificados con la misma longitud (Muyzer y col., 1993).

Métodos de tipificacién basados en el ADN

Los métodos de tipificacién basados en el ADN generalmente se refieren a técnicas que
permiten subdividir a las especies en diferentes tipos. Clasicamente, estas subdivisiones
eran realizadas por medio de pruebas bioguimicas o serolégicas, por su susceptibilidad a
antibibticos, por bacteriocinas o fagos, etcétera. Ahora, con el gran desarrolio de técnicas
basadas en caracteres genotipicos, se han generado una gran gama de meétodos de
tipificacién basados directamente en el ADN. Idealmente, estas técnicas son
universatmente aplicables, son reproducibles y faciles de realizar, ademas de ser
altamente discriminatorias. Aunque varias técnicas no cumplen con esta definicion
general, estos métodos han reemplazado en muchos laboratorios, a las técnicas clasicas
(Maslow y col. 1893; Tenover y col. 1995)

Dentro de estos métodos se encuentran el analisis de plasmidos, ribotipos, anélisis de las
secuencias de ADN comrespondientes al factor de elangacién Tu, estudio de la proteina
ribosomal S12 y proteinas flagelares. Con !a introduccién del PCR han surgido diferentes
métodos de caracterizacién. Entre éstos se encuentran el analisis det ADN polimérfico
amplificado aleatoriamente (RAPD), andlisis de restriccion del ADNr amplificado, el
polimorfismo en fongitud de los fragmentos amplificades (AFLP: amplified fragment length

' La amplificacién se realiza a partir de muestras naturales




polymorphism) y el andlisis del polimorfismo en longitud de los fragmentos de digestion
(RFLP: restriction fragments length polymorphism).

Se han realizado estudios de tipificacion para ef género Lactobacifius por Rodtong y col.
{1993), Zhong y col. (1998), y especificamente para L. plantarum por Johansson y col.
(1995} y Quere y col. (1997).

Andlisis del polimorfismo en longitud de fos fragmentos de restriccidn (RFLP: Restriction
Fragments Length Polymorphism)

Los RFLP corresponden a la primera generacién de métodos de tipificacion basados en el
ADN. La técnica consiste en la digestion del ADN gendmico total por enzimas de
restriccion, generandose de esta forma fragmentos de diferentes tamafios de ADN, los
cuales  son separados y visualizados por una electroforesis en gel de agarosa,

estableciéndose el polimorfismo en longitud de los mismos.

Con frecuencia el patron de bandeo obtenido resulta muy complejo de analizar y
comparar, debido a la gran cantidad de fragmentos generados. El numero de fragmentos
puede ser reducido con la seleccién de enzimas de restriccion que raramente corten al
ADN, reconociendo una combinacién especifica de seis a ocho bases. De esta forma, la
técnica es referida como el anlisis de los fragmentos de restriccion de baja frecuencia.

El andlisis de los fragmentos de restriccion de baja frecuencia es dependiente a sy vez
del desarrollo de técnicas electroforéticas especiales, conocidas como electroforesis en
campo pulsado, considerada como uno de los métodos de tipificacion mas
discriminatorios basados en el ADN (Gordillo y col. 1993; Maslow y col. 1993; Tenover,
1995).

El RFLP puede ser usado para la deteccion de rearreglos en el genoma y mutaciones
que afectan los sitios de reconocimiento de las enzimas de restriccién, asi como para




diferenciar cepas de alguna especie en particular y estudios epidemiolégicos (Busse y
col.,1996).

Taskanen y col. (1990} establecieron un método de identificacion de cepas utilizando
ADN genomico de lactococos, digiriendolo con la enzima de restriceién Smal y corriendo
las muestras en electroforesis de campo pulsado. Este método permitié diferenciar a dos
diferentes subespecies de Lactococcus lactis: subespecie factis y subespecie cremoris.
Las dos subespecies difieren en propiedades industrialmente importantes, tales como la
produccién de &cido, !a sensibilidad de infeccién por bacteriofagos, capacidad para
degradar caseina y en el sabor y textura conferida al producto final. Los autores
preponen esla técnica como un método simple y confiable para la identificacion de cepas

de lactococos, asi como para el estudio de su evolucién.

Se caracterizaron cepas de Leuconostoc oenos mediante sus perfiles de restriccion de
ADN { Lamoreux y col. 1993). Lamoreux y colaboradores estudiaron 41 cepas de L. oenos
obtenidas de colecciones de diferentes paises. La utilizacion de dos tipos diferentes de
electroforesis: electroforesis en campo alternante transverso (TAFE: transverse alternating
field electrophoresis) y electroforesis en campo constante, asi como la utilizacién de una
gama de enzimas de restriccion, permitieron la tipificacion de las cepas. De igual manera,
fue posible calcular el tamafio del cromosoma que oscilé entre 1.8 y 2.1 megabases. Asi
mismo, con el empleo de solo dos enzimas las 41 cepas se agruparon en 30 grupos de

restriccion.

El tamafio del cromosoma y el numero de loci rm de  Lacfobacillus plantarum fueron
determinados por la digestién con diferentes enzimas de restriccion y la posterior
utilizacién de electroforesis de campo pulsado (Chevallier y col. 1994) y se encontraron
los patrones de macrorestriccion como cepa-especificos, lo que sugeria que este método
puede emplearse en procesos industriales para realizar un seguimiento de las cepas

iniciadoras y detectar a cepas contaminantes.




Staht y col. (1990) propusieron al anélisis del patrén de restriccién combinado con un
analisis multivariado como una herramienta para la clasificacion de Lactobacillus spp. En
este trabajo' se digirié el ADN de tres cepas de L. plantarum y siete cepas de L. reuteri
con Asp718, Clal y FecoR!. Las enzimas proporcionaron patrones de digestion
reproducibles, ademas de una digestién completa del ADN en un ndmero conveniente de
fragmentos. Estos fragmentos, sugirig, pueden ser usados como pruebas para la
identificacion de un taxén especifico,

A manmera de resumen en la figura 2 se muestra la resolucién taxondmica de algunas de

las técnicas empleadas en |a taxonomia bacteriana.
2.1.3 Clasificacién numérica de microorganismos

La taxenomia numérica ha proporcionado nuevos métodos de clasificacion basados en
macromoléculas como el acide desoxirribonucleico (ADN), &cido ribonucleico {ARN) y
proteinas (Russek-Cohen y col., 1996). Ademas, el gran avance computacional de las
ditimas décadas ha permitido la resolucion de algoritmos intensivos computacionalmente
indispensables para la clasificacidn numérica.

Une de los aspectos de este tipo de clasificacién se centra en la medicién del grado de
relacion entre un grupo de cepas o taxa., Existe una gran variedad de algoritmes
disefiados para describir las relaciones graficamente, con frecuencia en la forma de

diagrama de arbol ¢ dendoegrama, los cuales pueden o no, tener un enfoque evolutivo,
Construccion de un arbo!

Existen, en general, tres grandes aproximaciones para la construccion de un arbol que
evidencie las relaciones entre los diferentes taxa o moléculas. La primera se basa en Ia
medicién de la similitud y/o distancia (histéricamente este tipo de construcciéon de  arbol

ha recibido la mayor atencién en microbiologia); la segunda aproximacién se fundamenta




Técnica

Polimorfismao en fengitud de los fragmentos de restriccidn (RFLP)

Antlisis de los fragmentos de restriccion de baja frecuencia (LFRFA.PFGE)

Ribotipificacion

Amplificacidn ADN (AFLP, AP-PCR, rep-PCR, DAF, RAPD, ARDRA)

Tipificacidn per bacteriocinas y fagos
Técnicas serolagicas (monoclonal, paliclonal)
Zimogramas {palimorfisme de enzimas multiocus)
Patrones electroforéticos de proteina celular total
Hibridizaciones ADN/ADN

% G+C

ADNL-PCR

Marcadores quimiotaxondmices ( poliaminas, quinonas)
Identificacidn por Acidos grasos celulares (FAME)
Estructura de la pared celular

Fenotipo (cldsico, AP, Biolog ...)

Secuenciacién ARNC

Sondas de ADN

Secuenciacién ADN

Figura 2. Resolucién taxondmica de algunas de las técnicas mas empleadas en la
clasificacion bacteriana. Las abreviaciones estan definidas en la leyenda de a figura

1. Tomado de Vandamme, 1896.

en métodos estadisticos o de maxima probabilidad, y finalmente, la tercera en el enfogue

cladista (Russek-Cohen y col., 1996).




Estimacion de la distancia o disimilaridad

La medicion de la distancia esta disefiada para definir que tan apartados o que tan
disimilares son dos o mas taxa, en base a su genotipo, fenotipo o a su filogenia. La
medicion usada es frecuentemente seleccionada sobre la base del tipo de caracteres.

Nei y Li (1979) propusieron un modelo matematico para calcular la distancia genética en
términos de los fragmentos de restriccion:

GDxy =1 - 2Nxy/{ Nx + Ny )

donde GDxy es la distancia genética entre x y ¥, Nx es el nimero de fragmentos (bandas)
en la linea x, Ny es el nimero de fragmentos en la linea ¥, ¥y Nxy es el nimero de
fragmentos compartidos en las lineas x y y. Los datos que se proporcionan son de
caracter binario, es decir, presencia o ausencia de fragmentos con una longitud

determinada.

Nei y Li suponen que Ia divergencia genética del ADN entre dos poblaciones o especies
se correlaciona con la proporcidn de fragmentos de restriceion compartidos.

En el medelo el andlisis de los datos de restriccibn se basa en distribuciones
probabilisticas. Sitios de restriccidn originales (sitios que se consefvan del ancestro
comun) se deduce presentan una distribucién binomial, mientras que Jos sitios nuevos se
distribuyen segun Poisson, y los sitios compartidos, Nxy, evidencian una distribucién
binomial.

Método de agrupamiento en pares con promedio aritmético (UPGMA, de sus siglas en
ingles: Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Mean)




El métedo de agrupamiento UPGMA es uno de los mas simples para inferir la topologia
de un arbol (Li, 1997}, originalmente fue desarrollade para la construccion de fenogramas
taxondémicos, sin embargo, este puede ser utilizado para la construccion de arboles si la '

lasa de evolucién es aproximadamente constante entre los diferentes grupos o taxa.

ALGORITMO. Este método emplea un algoritmo de agrupamientoe secuencial, en el cual
las relaciones topologicas son inferidas en orden del decremento en similitud de las
unidades taxonémicas operacionales (UTO), sean taxa, cepas, grupos, etc. Los valores

de distancia obtenides son presentados en una matriz como la siguiente:

uTto
utec A B € . . . i

B8 dAB diB

C d_qc dgc dlC
D dAD dBD dCD d‘:D
j dA] dB] dC] di]

donde d; representa la distancia entre ia i-ésima y la j-ésima UTO.

El agrupamiento comienza con la identificacion de las dos UTO que presentan mayor
similitud entre si, conformandose el primer grupo cuyo punto de ramificacién es colocado
a una distancia dy2, de tal manera que la suma de ia longitud de las ramas entre estas
dos UTC's representa la distancia o disimiltud. Las dos UTO son tratadas como una tnica

unidad taxondmica, la cual es referida como unidad taxonomica compuesta. Para lo cuat




se requiere crear una nueva matriz y en ésta se identifica a ofra unidad taxanémica que
presente mayor similitud con la unidad taxondmica compuesta. Este mismo procedimiento
es realizado con la generacion de nuevas matrices, hasta que solamente dos unidades
taxonémicas sean formadas. Cabe sefalar que la distancia a la cual debera de ser
colocado el punto de ramificacién para los siguientes grupos formados varia segun el
nimero de componentes de cada unidad taxondmica compuesta.

Método de la distancia transformada

Farris (1877} mostrd que cuando la tasa de evolucién no es constante, una transformacion
de la distancia puede corregir la topologia de un &rbol creado por el metedo de la
distancia promedio {UPGMA), siempre y cuando se satisfaga la condicion de un arbol
aditivo (todas las substituciones siendo contadas). La distancia transformada para las

especiesiyjes:

d,=(d,~d, -d, )2+C

donde r representa a la UTO de referencia y C es una constante para hacer a d; positivo,

Cuando se esta interesado en un arbol sin raiz se puede elegir a una de las unidades
taxonémicas como organismo de referencia y determinar la topologia del arbol. Sin
embarge, debido a que los datos moleculares pueden presentar intrinsecamente
mutaciones paralelas, retrocesos u otro tipe de alteracion, se pueden introducir errores
topoldgicos, por io que un arbol sin raiz obtenide mediante el emplec de una UTO de
referencia, no necesariamente sera el mismo s lo obtenemos empleando otra UTO coma
referencia. Por esta razdn es recomendable que en la aplicacién de este método para un
arbol sin raiz sea producido para cada UTO de referencia, y que el arbol mas consistente

o arbol consenso sea elegido.




Una vez generada la nueva matriz de distancia se aplica UPGMA para inferir |a topologia

del arbol.

El métedo de la distancia transformada es Unicamente empleado para la construccion de
la topoiogia, por lo que no estima la longitud de las ramas. Una vez que ia topologia es -
obtenida, la longitud de las ramas puede ser estimada ulilizando Fitch y Margoliash’s.

2.1.4 Taxonomia polifasica

La taxonomia polifasica se originé a principios de los 70's con el objetivo de integrar los
diferentes tipos de informacion (genatipica, fenotipica y filogenética) existentes para los
microorganismos e indicar un tipo consenso de taxonomia. El término “taxonomia
polifasica” fue designado por Colwell en 1970 y es empleada para la delineacion de los
taxa a todos los niveles. Los términos clasificacion polifasica e identificacion pelifasica se

emplean validamente en este contexto.

En principio, toda la informacion genotipica, fenctipica y filogenética puede ser
incorporada en la taxonomia polifisica. Esta se ha aplicado a diversos grupos
bacterianos para alcanzar una asignacién consenso sobre la base de todos los datos
fenctipicos y genotipicos disponibles. El género Xanthomonas es un ejemplo de un grupo
versatil bioquimicamente, pero filogenéticamente presenta un linaje muy estrecho. El uso
de una variedad de técnicas ha demostrado que |a clasificacién previa es un sistema
artificial, y que la clasificacién e identificacién basada sobre miembros especificos no fue
siempre la correcta, (Vandamme, 1996). El género Campylobacter, en contraposicion,
representa un grupo restringido bioquimicamente de bacterias, las cuales constituyen un
linaje filogenético extremadamente heterogéneo, Una vez realizado un analisis polifasico
la estructura completa de! grupo quedo bien definida, distuinguiéndose genotipicamente
tres géneros, los cuales fueron soportados por caracteristicas ultraestructurales y
quimiotaxonémicas. A nivel de especie, ia congruencia entre la similitud del patrén de

proteinas total y fa hibridizacion fue claramente establecida (Vandamme, 1996).




Los estudios taxondmicos basados en una prueba (nica para la clasificacién de bacterias
muestran discrepancias con los andlisis polifasicos realizados. Una clasificacién que
considere toda la informacién sobre todos los aspectos conocidos de un organismo en

particular cubrird partes esenciales de su genoma, y esto 'puede ser un argumento que
remarque una mayor estabilidad de una clasificacion polifasica, (Vandamme, 1996). Es
por esto que no existe un estandar filogenético para la delineacion de familias, generos o
especies.

Cada clasificacién debe intentar arreglar a la diversidad natural de cepas en un sistera
jerarquico. Debido a que la variabilidad entre organismos es expresada en multiples y
diferentes moléculas, esto explica porque los sistemas de clasificacién monofasicos son
débiles. Cada caracter revela parte de esta variabilidad, por lo tanto es dtil y puede ser
considerado, sin embargo la experiencia ha demostrado que algunos de estos caracteres
presentan un valor superior y son parametros relevantes para grupos taxonomicos
particulares. Algunos de estos caracteres son; estudios de hibridizacion da ADN, andlisis
de la secuencia de ARNr, métodos de tipificacion basados en el ADN, andlisis de acidos
grasos total y andlisis de proteinas total.

Es evidente que la realizacion de una taxonomia polifasica no es sencilla, el alcance del
estudio es determinado principalmente por el problema mismo. Una prueba polifasica para
la clasificacién bacteriana debe incluir métodos para establecer una localizacién
filogenética, métodos para comparar y agrupar un gran numero de cepas dentro de
grupos de bacterias similares, hibridizacion ADN-ADN para determinar las relaciones
entre los grupos, asi como métodos descriptivos que proporcionen informacion tanto

genotipica como fenotipica adicional.

Taxonomia polifasica de bacterias lacticas




La estructura filogenética de las bacterias lacticas deducida a partir de la secuenciacion
de ARNr es actualmente clara, pero es diferente de los esquemas de clasificacion

quimiotaxonémicos y fisiologicos usados por ¢asi un siglo.

E! andlisis filogenético de los lactobacilos, basado en la homologia del ARNr 16s, ha
permitide subdividiflo en tres grupos: Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus casej-
Pediococcus, Leuconostoc y el grupo de ofros lactobacilos .

La delineacidn de las especies del género Lactobacifius por pruebas fenotipicas,
especificamente por la presencia de la aldolasa fructosa 1-6 bifosfato, resulté en la
subdivision de estas bacterias en tres grupos fisioldgicos: laciobacilos homofermentativos
obligados, lactobacilos heterofermentativos facultativos y lactobacilos heterofermentativos
obligados. Esta subdivision se propuso a principios de siglo, a finales de los 70's sufiio
algunas modificaciones y es aun utilizada,

Hammes y Vogel (1995) integraron la informacién fenotipica con la filogenética
obteniendo ofra subdivision de los lactobacilos. En esta subdivisidn las letras maytsculas
se refieren al tipo de fermentacién y las letras mindscutas a los grupos filogenéticos:
Grupo A (lactobacilos homofermentativos obligados) con dos subgrupos, Aa y Ab. Grupo
B (lactebacilos heterofermentativos facultativos) con dos subgrupos, Ba y Bb. Grupo C
(lactobacilos heterofermentativos obligados) con dos subgrupos Cb y Ce.

Se han venido realizando diferentes revisiones taxondmicas a partir de la Gltima década e
incrementan en dependencia a la informacién de |a secuenciacion del ARNr. No obstante,
debido al amplio uso de sistemas comercializados para pruebas fenotipicas, y aunado a|

gran numero de taxa, los analisis fenotipicos tradicionales mantienen su importancia.

Algunas cepas de lactobacilos aisladas del yoghurt y de diferentes tipos de quesos fueron
identificadas y agrupadas de acuerdo a sus relaciones genotipicas y fenotipicas
(Andrighetto y col., 1998). Veinticinco cepas fueron identificadas por su patron de
fermentacién de carbohidratos {(API 50 CHL), por sondas de ADN especie-especificas




mediante hibridizaciéon dot blot , por la amplificacién y andlisis de restriccion del gen de
ARNr 16s y por la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) usando primers de
oligonucledtidos especie-especificos. Nueve cepas identificadas con ef sistema API 50 CH
con  una calidad de identificacion “*buena” y "muybuena’ correlacionaron
perfectamente con [a identificacién genotipica. E| dendograma de relaciones genéticas
abtenido a partir de esta ultima prueba permitié la identificacion de cepas no identificadas
por el perfil de fermentacion de carbohidratos. Los resultados de este estudio demostraron
ta utilidad de diferentes criterios taxondmicos (genotipicos y fenotipicos) para la

identificacion de aislados naturales de lactobacilos termofilicos,

Finalmente, una combinacién de las técnicas antes descritas, basadas tanto en el
genotipo como en el fenotipo, serdn empleadas como herramientas para mejorar la
calidad de identificacion de las cepas de L. plantarum aistadas del pozol.

22 LAS BACTERIAS LACTICAS Y LOS ALIMENTOS FERMENTADOS DE CRIGEN
VEGETAL

Las bacterias lacticas son un grupo de microorganismos ampliamente distribuidos en la
naturaleza, se asocian principalmente con ambientes lacteos, aunque algunas especies
se encuentran comunmente en la mayoria de las plantas, constituyendo éste su habitat
natural. En este grupo se encuentran los géneros Lacfobacillus (L. arabinosus, L. brevis,
L. buchneri, L. casei, L. farmentum, L, plantarum), Leuconostoc ( Leuc. mesenteroides),
Pediococcus (P. acidilactici, P. pentosaceus), Lactococcus (Lc. tactis} y Enterococcus {E.
faecalis, £. faeciurn) (Daeschel y col. 1987). El género predominante en las plantas es
Leuconostoc (Daeschel y col. 1887), por lo que es frecuente su presencia en alimentos
fermentados de origen vegetal, actuando principalmente como intciador.

La participacién de Leuconostoc mesenteroides en la iniciacion de la fermentacién de
verduras, como la col agria y los pepinillos, y en el kenkey de Ghana (Christian y Niako,
1883), es ampliamente reconocida; asi como su poca tolerancia a la acidez, que resulta

en su reemplazo por cepas mas resistentes, como Lactobacilius plantarum (Fleming,
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1982). Ambos géneros son los principales productores de acido durante ia fermentacion
de yuca , y contribuyen a la produccion del aroma tipico de bebidas fermentadas como el
gari, fufu y lafur (Okafor, 1977; Ngaba y Lee, 1979: Okafor y col., 1984: Onyekwere y col.,
1989; Ofuya y Nnajiofor, 1989; Oyewole y Odunfa, 1990; Oyewole, 1990).

Para el caso de masas agrias para producir pan, sobre todo de centeno, predomina el
género Lactobaciilus, aunque también se encuentran Leuconostoc, Pediococcus ¥
Lactococeus (Oura y col. 1982). En e ogi de Nigeria (alimento a base de maiz, s0rgo o
migo} (Onyekwere y col., 1989; Banigo y cal., 1983), el wji de Kenya (alimento fermentado
de maizy agua) { Gatumbiy col., 1983) y el mawe de Benin y Togo (alimento de maiz)
(Hounhouigan y col., 1993), la mayor proporcién de bacterias lacticas correspondié al
género de Lactobaciilus, no obstante fue posible aislar en algunos casos a Pediococcus,
Leuconostoc y Lactococcus.

Aungue las bacterias lacticas no tienen comanmente ia capacidad para hidrolizar el
almidén. Cepas con capacidad amilolitica fueron reportadas por Giraud y col. (1993),
quien encuentra principalmente a Streplococcus bovis, S. equinus, L. amylovorus, L.
acidophilys, L. cellobiosus y L. plantarum. De igual forma, en una masa de pozol y en
muestras de col agria fue reportada la existencia de bacterias lacticas amiloliticas.

2.3 BACTERIAS LACTICAS DEL POZOL

El pozol es un alimento fermentado tradicional mexicans. Su nombre deriva del nahuatl
pozolii que significa espumoso; éste es un alimento sélido, en forma de bolas de

diferentes geometrias y tamarios.

El pozol es el resultado de una fermentacion principalmente lactica de la masa de maiz,
aunque también intervienen hongos y levaduras: Las bacterias lacticas son el grupo
predominante que le confiere las caracleristicas sensoriales principales al alimento como
es el sabor acido y aroma caracteristicos. E| pozol se diluye en agua en el momento en

que va a seringerido, de manera que se consume en forma de bebida, considerandose
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comg alimento basico y como bebida ceremonial y curativa por poblaciones indigenas de!
sureste de México (Chiapas, Tabasco, Campeche y Yucatan, y en menor escala Veracruz
y Oaxaca), y como bebida refrescante por los mestizos de la misma regidn del pais (Ulloa
y Herrera, 1976-1982).

Este alimento se elabora por los mayas de Yucatan, Campeche y Quintana Roo; los
lacandones, tzotziles o chamulas, tzeltales, Zoques, mames y choles de Chiapas; los
chontales y choles de Tabasco y los zapotecos de Oaxaca,

El primer reporte sobre la presencia de bacterias Mcticas en el pozol corresponde a
Steinkraus (en Uiloa y col., 1983), el cual infiere el predominio de bacterias lacticas en las
primeras horas de fermentacién, y que quizas sean éstas las responsables de la
produccion de acide lactico. Esto fue confirmado posteriormente por Silva-Villarreal
(1984), Mozqueda-Gonzélez y Escamilla-Hurtado {1988), Ramirez (1987) y Nuraida
(1988), mostrando evidencias directas de que el pozol es fundamentalmente una
fermentacion lactica del maiz.

Silva-Villarreal (1984) encontré incrementos en la acidez de pozoles de la ciudad de
Tapachula, Chiapas, durante las primeras 48 horas de fermentacion y relaciona este
incremento con la presencia de bacterias lacticas, de las que aisld y caracterizé por
métodos bioquimicos tradicionales a Lactobacilius brevis y Lactobacillus fermentum.
Mozqueda-Gonzalez y Escamilla-Hurtado {1988) observaron que después de 48 horas de
fermentacién las bacterias Gram negalivas practicamente desaparecen, y que las
bacterias lacticas (lactobacilos y estreptococos} aumentan en concentracién, mientras que
las levaduras se mantienen en un numero estable, esta sucesién se asocia a una
disminucién progresiva del pH y a un aumento de acido lactico.

Nuraida (1988) caracterizé 46 cepas de bacterias lacticas aisladas por Owens y Wacher
en 1987 de pozoles de Tapachula, Chiapas. Las siguientes bacterias se aislaron en un
intervalo de 6 dias de fermentacién: Leuconostoc spp. presente durante todo el tiempo de
fermentacion estudiado; Lactobacilius spp. heterofermentativos y Streptococcus spp. en
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etapas tempranas y Laclobacillus spp. homofermentativos en etapas tardias de la
fermentacién. Las especies identificadas mediante el sistema de fermentacion multiple de
carbohidratos, APl 50 CH, fueron: Lactobacilius plantarum, | euconostoc mesenteroides,
Lactobacillus confusus, Lactococcus (Streptococcus) factis y Lactococcus (Streptococcus)
rafinolactis.

Wacher (1995) realizé estudios sobre la microbiologia del pozol y llevd a cabo una
caracterizacién de las bacterias facticas de este alimento mediante la utilizacién de
pruebas bioquimicas convencionales: prueba de la catalasa, produccion de dextrana a
partir de sacarosa, hidrélisis de almidén y produccién de CO, a partir de glucosa, Wacher
reporta la presencia de los géneros Lactobacifius, Pediococcus, Lactococcus y
Leuconostoc, detectando el predominio de este Gltimo, por Io que se infirié que deben
jugar un papel importante en la fermentacion. Asi mismo, aisld bacterias lacticas
amiloliticas pertenecientes a los géneros Lactobacillus, Lactococcus y Leuconostoc. De
igual manera, menciona que deben jugar un papel importante en |a fermentacién debido al

caréacter amilaceo del sustrato,

Las bacterias lacticas aisladas del pozol por Owens y Wacher en 1887 y por Cafdas
(1991) (93 cepas) fueron identificadas en base a su patrén de fermentacion de
carbohidratos (Flores, 1996), mediante el sistema API 50 CH y el programa APILAB PLUS
(Bio-Mérieux). El sistema API 50 CH consiste en la adicion de una suspension bacteriana
a un conjunto de pozos conteniends cada uno un carbohidrato diferente y un control. Las
muestras se incuban y se observan resultados a diferentes tiempos de fermentacion. La
capacidad de fermentar los carbohidratos se determina por el cambio de color en las
muestras. El programa APILAB PLUS, una vez alimentado con los datos de! patrén de
fermentacion de las diferentes cepas, proporciona un porcentaje de identificacion del
taxén® y la calidad de identificacién® (excelente, muy buena, buena, baja, aceptable,
dudosa y no valida). Flores identificé bacterias de los géneros de Lactococcus,

TEl porcentaje de identificacion es un estimado de que tan estrechamente el perfil de carbohidratos se
corresponde al taxén designado, comparado con todos los taxa de 1a base de datos.
* La calidad de identificacién es una asignacién atribuida en base al porcentaje de identificacién y al indice T,
este Gltimo indica la relacion entre la cepa identificada v la cepa de referencia del taxén.
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Lactobacilfus y Leuconostoc, predominando las especies de Leuconostoc mesenteroides
y Lactobacillus plantarum. En paricular, las cepas identificadas como L. plantarum
presentaron una calidad de identificacién que oscild entre excelente, muy buena y

aceptable,
2.4 Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum es una bacteria gram positiva, no esporulante, en forma de varilla
recta,"su tamafio generalmente oscila entre 0.9-1.2 um de ancho y entre 3- 8 pm de fargo.
Se puede encontrar en forma individual, en pares o formando pequefias cadenas. Es
aislada de productos facteos, saverkraut (fermentacion lactica de la col), vegetales
encurtidos, masas agrias, estiércol de vaca, boca humana, tracto intestinal y aguas
residuales (Bergey's, 1986).

L. plantarum es una especie conocida por su variacion fenotipica { cepas con capacidad
para reducir nitrato, cepas méviles, cepas con actividad de pseudocatalasa, etc.) (Pot y
col. 1994), Estudios de hibridizacion ADN:ADN realizados por Dellaglio y col. (1975)
mostraron que solo ocho cepas de L. plantarum de las 28 que investigaron presentaban
una relacion del 46-65% de ADN/ADN con la cepa tipo, las cuales mostraban una alia
relacién con Lactobacillus pentosus. L. pentosus ha sido considerado como una especie
homologa a L. plantarum, por lo tanto no esta incluida en Approved List of Bacterial
Names (Skerman y col., 1980); Esta especie fue reportada por Zanoni y col., (1987). Sin
embargo, Collins y col. (1991) encontré mas del 99% de similitud entre las secuencias del
RNAr 168, confirmando que L. planfarum y L. penfosus estan estrechamente
relacionades. El porcentaje de G+C del ADN de L. plantarum es de 44 -48 (Bd, Tm). En
base a la similitud ADN/ADN cepas de esta especie forman dos grupos genolipicamente
relacionados uno con otro a un nivel det 50 al 60%. Lactobacillus pentosus Y otras cepas
designadas como L. plantarum forman un tercer genotipo solamente relacionado a un
nivel del 50% (Bergey’s, 1986).
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Las relaciones filogenéticas de L. plantarum basadas en la molécula ARN 16s se

muestran en la figura 3. En ésta se observa su relacién estrecha con Lb. penfosus.
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Figura 3. Arbol filogenético basado en la secuenciacidn del ARNr 16s que muestra las
relaciones filogenéticas entre las especies de Lactobacillus. Abreviaciones: A., Atopobium;
S., Streptococcus; Le., Lactococcus; W., Weissella; Leu., Leuconostoc; Lb., Lactobacillus;
0., Oenococcus; M., Melissococcus; V., Vagococcus. Los nimeros en el dendograma

sefialan los valores de “boostrapping” con n=1000.




2.4.1 Lactobacillus plantarum y los alimentos fermentados

Lactobacillus plantarum es una bacteria lactica heterofermentativa facultativa utilizada
para la fermentacion de alimentos, principalmente de vegetales. Esta es econémicamente
importante para el control de la fermentacién, ya que previene el desarrollo de
microorganismos contaminantes (Chevallier, 1994) y contribuye a las caracteristicas
sensoriales finales del alimento, aunque también es utilizade como iniciador,

L. plantarum esta implicado en el proceso fermentativo de alimentos para consumo
humano, como el sauerkraut {fermentacion lactica de Ia col) (Pederson, 1979), en las
salchichas fermentadas en seco (Licke, 1994), en fermentaciones de aceituna,
resistiendo altas concentraciones de sal (Ruiz-Barba y col. 1994); en la fermentacidn de
pepinillos, completando el estado final del producto (Vaughn, 1985); para la preparacién
de quesos (Tzanetakis and Litopoulou-Tzanetakis, 1992). De igual manera participa en la
nutricion animal come es la preservacion de cultivos (Weinberg y col. 1993; Merry y col.
1885), en ia fermentacion de desechos de cangrejos y peces (Abazinge y col. 1993;
Lassen, 1994) y en la fermentacion de desechos de granjas avicolas (Urlings y col. 1993).

En el uji, alimento fermentado a base de maiz y agua de Kenya, L. plantarum es el
principal responsable de la fermentacién lactica. Giraud y cot, (1993) aislaron una cepa de
L. plantarum con actividad amilolitica (a-amilasa extracelular) de la fermentacisn de los
tubérculos de yuca, para la produccién de gari (alrededor de 80 millones de personas en
el oeste de Africa lo consumen) (Akinrele y col. 1962). Para el caso de algunas masas
agrias, para la produccién de pan, éste participa proparcionando la elasticidad de 1a masa
{Oura y col. 1982).
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1. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

» Tipificacién de una coleccion de cepas de Lactobacifius plantarum aisladas del
pozol por anélisis de perfites de restriccion para determinar su heterogeneidad

genética,

OBJETIVOS PARTICULARES

» Seleccionar las enzimas de restriccion que permitan una mayor resolucién de

los perfiles de restriccion.

* Tipificacion de las cepas por agrupamiento empleando el método UPGMA.

 Correlacionar la heterogeneidad genética obtenida con los resultados de
identidad bioquimica.
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IV. MATERIAL Y METODOS

4.1 Microorganismes empleados

Se emplearon 25 cepas de bacterias |dcticas identificadas fisiolégicamente por Flores
{1996) como Lactobacillus planfarum (Tabla 1). Estas cepas fueron aisladas por Wacher
y Owens a partir de muestras de pozol elaborado por un productor indigena de la Ciudad
de Tapachula, Chiapas, y por Cafias (1991) de muestras de pozol de San Cristdbal de las
Casas, Chiapas.

Las cepas fueron conservadas por el método de congelacién en peras de vidrio

perforadas, con glicerol (Technical Service Consuitants, Ltd) a -70° C.

Como cepas de referencia se emplearon cuatro cepas tipo de Lactobacilius plantarum
pertenecientes a la coleccion de American Type Culture Collection (ATCC): ATCC10241,
ATCC 8014, ATCC 14917 y ATCC 14431,

4.2 Medios y condiciones de cultivo

Para la reactivacion de las cepas conservadas, se tomo una perla de vidrio y se adiciond
a un vial con caldo APT (Anexo A). El vial se incubé a 29° C por 24 0 48 h. Una vez
reactivadas las cepas se tomé una alicuota de 1 m! de estos viales para inocular

matraces de 250 ml con 50 ml de caldo APT, los cuales se incubaron a 29° C por 16 h.

El medic utilizado para el crecimiento de las bacterias lacticas fue el caldo APT (Difco
0655-17-9), esterilizado a 121° C durante 15 minutos.
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CEPA CALIDAD DE PORCENTAJE
IDENTIFICACION DE IDENTIFICACION

30 amil Aceptable 83.6
57T Excelente 99.9
6T Dudosa 71.1
46 5nC Muy buena 99.4
2 Lilis Dudosa 44.2
5 Lilis Excelente 939
6 Lilis Excelente 89,9
9 Lilis Excelente 99.9
13 Lilis Buena 96.0
14 Lilis Excelente 99.9
15 Lilis Excelente 999
16 Lilis Muy buena 99.0
18 Lilis Excelente 99.0
20 Lilis Excelente 99,9
21 Lilis Buena 98.6
30 Liilis Aceptable 81.3
33 Lilis Excefente 99.9
34 Lilis Excelente 99.9
35 Lilis Excelente 99.9
38 Lilis Muy buena 89.7
42 Lilis Excelente 99.9
43 Lilis Excelente 99.9
44 Lilis Excelente 99.9
45 Lilis Muy buena 99.9
46 Lilis Excelente §99.9

Tabla 1. Resultados de Ia identificacion bioquimica de las cepas de L. plantarum aisladas
del pozol por el Sistema API 50 CH y Programa APILAB PLUS [Bio-Merisux] {Tomado de

Flores, 1996).




4.3 Extraccion de ADN cromosomal por gradiente discontinuo en Csel-EtSr
El métode consiste en cuatro fases principales;

Fase |. Lisis Celular. En esta fase se eliminan i0s residuos def medio de cultivo y se lisa
pared y membrana celular.

Inoculacion en 50 mi de caldo APT
- Incubacion 29° C/16 h

l

Centrifugacién 7500 rpm/10 min/4°C
l

Decantar sobrenadante
1
Lavar pellet con 25 ml TE (Tris 10mM, EDTA 1m, pH 8)

i

Centrifugacion 7500 rpm/10 min/4°C
d

Decantar sobrenadante
{
Resuspender pellet 25 m| de TE

l

Adicionar 5Smg/ml lisozima cristalina

Incubar 2 h/37° C.
!
Adicionar 1.25ml de una solucién de SDS al 20%
1)
Calentar en bafio maria a 60°C por 10 min

\

Enfriar suspensiones en hielo 2 h
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Fase |l. Purificacién y precipitacion de ADN

Centrifugar muestras 10 000 rpm/20 min/4° C
!
Colectar sobrenadante y
adicionar acetato de sodio 2.5M concentracion final
1
Centrifugar 10 000rpm/30min/4° C
l
Colectar sobrenadante y precipitar con 0.7 volumenes de
alcohol isoamilico 30 min/-20° C o refrigerar 12 h,
l
Centrifugar 14 000rpm/15 min/4° C
1
Decantar sobrenadante y lavar pellet con EtOH 70%
dejar evaporar los residuos de alcohol
)
Resuspender pellet (ADN) con 3ml - 4ml TE

Fase ill. Formacién del gradiente discontinuo CsCI-EtBr por ultracentrifugacion.

Una vez resuspendidas las muestras se adiciona 1.05g/m!t de CsCl. La solucion se pasa a
tubos Beckman Quick-Seal, con capacidad maxima de 5 ml. Se adicionan 0.4ml de EtSr
con una concetracion de 10mg/ml. Los tubos se llenan en su totalidad con una solucién de
TE/CsCl y se balancean. Las muestras se ultracentrifugan (Ultracentrifuga XL-90) a
diferentes revoluciones en un rotor NVT-90. El programa seguido se presenta a

continuacidn:
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80 000 rpm/1h 30 min
87 000 rpm/15 min
85 000 rpm/15 min
81 000 rpm/30 min
80 000 rpm/30 min

La figura 4 muestra una fotografia del gradiente formado en los tubos, donde se
evidencian las bandas correspondientes al ADN plasmidico y ADN cromosomal. La
recuperacién de la banda se ejemplifica en |z figura 5.

»‘ £ 44—  ADN cromosomal
4———  ADN plasmidico

Figura 4. Fotografia del gradiente CsCI-EtBr formado con la ultracentrifugacion.




Figura 5. Recuperacion de la banda de ADN mediante puncion con una aguja estéril.

Fase IV. Eliminacién de EtBry CsCl. Para eliminar el exceso de EtBr en el ADN se

lavaron las muestras con isopropanol de acuerdo a la siguiente metoedologia:

Adicionar a la muestra recuperada 1 volumen
de isopropanol. Agitar suavemente en vortex
{

Centrifugar 5000rpm/2 minft® ambiente
4
Remover fase superior rosa. Repetir proce-
dimiento hasta que la fase quede incolora
1
Adicionar 2 volumenes de agua y 6 vol. de
etanol frio. Mezclar
1
Incubar 30min/4°® C o refrigerar 12 h
{

Centrifugar 14 000rpm/30 min//4° C
A
Decantar schrenadante y lavar pellet con
etanol 70%. Dejar evaporar exceso de alcohol

{

Resuspender pellet en TE
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4.4 Seleccidn de las enzimas de restriccion

Los criterios para la seleccion de las enzimas de restriccién fueron: porcentaje de G+C
{G:Guanina y C: Citocina)} del género Lactobacifius (40-45%), tamario de la secuencia de
reconocimiento y lo reportado en la literatura, en cuanto al empleo de enzimas para el

analisis de restriccion de bacterias lacticas.

Las enzimas seleccionadas bajo los ctiterios antes mercionados fueron EcoRl, Hindlit,
Smak Sfil y Bgll |, las cuales se emplearon para las digestiones de las cepas de L.
plantarum, incluidas las cepas de referencia. La digestion se realizé bajo condiciones

estandar de reaccion {(Maniatis, 1998).
4.5 Digestion de ADN con enzimas de restriccion: EcoR!, Hind i/f y Bgl!

El ADN de las 25 cepas de bacterias lacticas aisladas del pozol y las 4 cepas de
referencia de Lactobaciflus planran.:m se digirieron con las enzimas: Bgfi (Quantum,
Research Organics}, EcoRf (Boehringer Mannheim) y Hindifl (Amersham -Life Science-),
cuyas secuencias de reconocimiento son GCCN4VNGGC, GVAATTC y AVAGCTT,
respectivamente (G:Guanina, C:Citocina, A:Adenina, T:Timina y N: cualguier nucledtido).

La cantidad de ADN digeride para todas las muestras, en general, fue de 1.95 ug en 20
de volumen final®. Para asegurar una digestion total del ADN, se realizaron digestiones a
cinco diferentes tiempos (1, 2, 5, 12 y 24 horas) con 2 unidades de enzima. Al término de
este experimento preliminar, se noté una disminucidn en la actividad de las tres enzimas,
por lo gue se decidio adicionar 5 unidades de enzima con un tiempo de digestién de 12 h

a la temperatura recomendada, 37° C.
4.6 Electroforesis horizontal en campo constante

Las muestras digeridas se sometieron a una electroforesis horizontal en una camara
Horizon® 50 (GIBCO BRL). Se utilizaron geles de agarosa (Bio-Rad) al 1.25%.
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Las muestras se corrieron a 50 volts, durante 2.56 h, empleando un buffer TBE 1x
{Anexo A). Al final de cada corrida los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio (EtBr) al
0.01 % durante 2 minutos. Posteriormente, los geles se lavaron para eliminar el exceso
de EtBr y se fotografiaron (Camara Polaroid) sobre una ldmpara de luz ultravioleta.

Es importante mencionar que la electroforesis de campo constante se considero
suficiente para separar los fragmentos de ADN al obtenerse una buena definicién de las

bandas en corridas preliminares.
4.7 Analisis densitométrico

El patrén de bandeo sobre las fotografias se registré con un densitémetro modelo GS-
700 (Bio-Rad) empleando las diferentes opciones para optimizar la imagen. Cada perfil
fue analizado en el programa Molecular Analyst®/PC, el cual permite analizar los perfiles
determinando las diferencias en intensidad y posicién de las bandas en la imagen. De
esta forma, se construyeron graficas de densidad &ptica contra distancia, para cada cepa
y para las tres diferentes enzimas empleadas. Cabe sefalar que a cada grafica se le
removié el ruido dei fondo y se le efectuaron alisamientos, segun se indica en el manual

de instrucciones del densitdmetro.

Cada grafica consisti® en una serie de picos que representaban a cada banda de la
imagen. La distancia a la que se encontraba el centro de cada pico se tomd como la
distancia representativa en la que se localizaba la banda. Es importante mencionar que
los picos que presentaban una densidad éptica menor o igual a 0.1 quedaron eliminados
del analisis, debido a que la banda representada por estos picos no se apreciaba en fa
fotografia del gel.

4.8 Analisis numeérico

El analisis numérico implicd la construccién de una matriz basada en la presencia o

ausencia de bandas Unicas para cada enzima. Una vez censtruida la matriz se estimé la

* El ADN se cuantificé en un espectrofotometro a una longitud de onda (7.} de 260 am.




distancia o disimilitud entre las cepas mediante el programa Treecon for Windows (Van de
Peer y Wachter, 1994), el cual estimé la distancia empleando el modelo matematico
propuesto por Nei y Li (1979) e infiridé la topografia del diagrama de arbol mediante el
método de agrupamiento UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Mean)
utilizando la correccion de! método de distancia transformada, empleando como grupo
externo a la cepa 43liiis. Para la construccién de un diagrama de arbol sin raiz la eleccién
del grupo externo se basa en aguel que proporcione el arbol mas consistente o arbol
consenso, en este caso los arboles obtenidos ulilizando a otras cepas como grupo
externo presentaban topologias muy similares, por lo que la eleccién de la cepa 45 lilis

como grupo externc se basd en la excelente definicion de su perfil de restriccion.

En este mismo programa se realizd un tipo de andlisis estadistico denominado
“Bootstraping” con la finalidad de mostrar la robustez del diagrama de arbol generado. El
analisis consiste en crear aleatoriamente matrices de distancia y cuantificar cuantas de

estas coinciden en formar la misma topografia del arbol presentado.
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V. RESULTADOS Y DIisCcUSION

El establecimiento de las condiciones de extraccién de ADN de las cepas bajo estudio y
cepas de referencia presentd inicialmente ciertas dificultades. Al realizar ia extraccidn con
un método practico y sencillo como los propuestos por Stahl y col. (1990) y Lamoureux
(1993) el ADN se obtenia degradado y contaminado, a consecuencia de un alto contenido
de polisacéaridos presentes atn en las muestras. Por tal motivo se decidio emplear una
técnica que incluyera un método de purificacion exhaustivo, La técnica seleccionada fue el
gradiente discontinuo de CsCI-BrEt que permitio la extraccion del ADN con buena calidad
¥ con una relacién 260/280 nm menor a 1.

Las enzimas de restriccién se seleccionaron en base al porcentaje de G+C  del género
L actobacillus (40-45%}, tamafio de la secuencia de recanccimiento y en lo reportado en la
literatura en cuanto al empleo de enzimas para el analisis de restriccion de bactertas

lacticas.

Taskanen (1990} y Le Bourgeois (1989) emplearon la enzima Smal para digerir el ADN de
cepas de lactococos, reportando que esta enzima produce una distribucion de fragmentos
de ADN util para el analisis del genoma de bacterias lacticas. Por ello, iniciaimente se
planted trabajar con esta enzima; sin embargo, al digerir el ADN de algunas cepas de L.
plantarum con esla enzima se generaron peffiles no definidos de fragmentos (Fig. 6 y

Fig.7), por lo que se descarto su empleo en el estudio.

Se probaron entonces EcoR! y Hindlll, pues con ellas Lamourgux (1993) generd perfiles
de restriccién que permitieron la diferenciacion de cepas de Leuconostoc oenos  al
generar fragmentos de ADN definidos entre 9 y 23 kpb. De igual forma, Rodtong (1993}
empled estas enzimas como un paso previe para la ribotipificacion de cepas de
Laciobacillus. En el caso de algunas cepas bajo estudio, se obtuvo un numero de
bandas cuantificable, asi como una buena definicion de las mismas (Fig. B y Fig. 9}, por lo

tanto, se decidid emplearlas en el estudio.




Figura 6. Perfiles de restriccion para la cepa 45 lilis generados por las enzimas Sfil y
Smal.

Figura 7. Perfiles de restriccion para la cepa 46 SnC generados por las enzimas Sfif y
Smal.
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El empleo de las enzimas Bgif y Sfif se basé principalmente en su contenido de G+C y en
el tamafic de fa secuencia de reconogimiento, GCCNINGGC y GGCON,INGGCC,
respectivamente (aunque también han sido reportadas por cortar el ADN de bacterias
lacticas), bajo estos criterios se esperarian cortes restringidos por parte de éstas. La
enzima Sff produjo un gran nimero de fragmentos de ADN, que bajo las condiciones de
corrida no se tograron definir, en consecuencia se decidié no emplear esta enzima para
las digestiones subsecuentes (Fig. 6 y Fig.7). La enzima Bgll por su parte, generd
fragmentos visibles y cuantificables en los geles para las cepas probadas (Fig. 8 y Fig. 9).

Por lo anterior, Bg#, EcoR! y Hindlll fueron seleccionadas para realizar la digestién del
total de cepas empleadas en este frabajo.
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Figura B. Perfiles de restriccién para la cepa 45 lilis generados por las enzimas Bgll,
EcoR!'y Hindill.

En la figura 10 se observa el perfil de restriccin caracteristico para cada cepa, generado
por la enzima Bgll, asociado al dendograma de distancia y a la calidad de identificacién
obtenida para cada cepa por el Sistema APl 50 CH. En esta figura se muestran
unicamente 25 patrones de bandeo, 22 de éstos corresponden a las cepas bajo estudio y
3 corresponden a las cepas de referencia (ATCC 14431, ATCC 8014 y ATCC 10241). La
cepa tipo ATCC 14817 presentd problemas con respecto al analisis densitométrico, esto
debido a que en el gel no se observaban bandas definidas sino un barrido de la muestra,
y esto se generalizé para las tres diferentes enzimas empleadas en el trabajo. Las cepas
g filis, 2 lilis y 15 lilis presentaron el mismo problema, por lo cual no se incluyen en el

trabajo.
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Como se observa cada cepa mostrd un perfit de restriceion Unico, incluyendo a las cepas
de referencia, observando bandas compartidas entre algunas cepas. El dendograma
derivado del analisis numérico muestra la formacion de un grupo principal, grupo | (d =
0.51) que comprende a la mayoria de las cepas: 21 cepas en estudio y 2 cepas de
referencia (ATCC 14431 y ATCC 8014). Dentro del grupe se encuentran cepas con
calidad de identificacién excelente, muy buena, buena, aceptable y dudosa.

Las cepas 35 lilis y 18 lilis quedaron aisladas del grupo principal. Asimismo, a este nivel
de similitud quedaron excluidas las cepas ATGC 10241 y 45 lilis.
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Figura 9. Perfiles de restriccion para la cepa 46 SnC generados por las enzimas Bgi,
EcoRI'y Hindlil.

La figura 11 presenta el patrén de bandeo, calidad de identificacién por el Sistema API 50
CH y el dendograma para 20 cepas problema y 2 cepas de referencia (ATCC 8014 y
ATCC 10241}, generados por la enzima EcoRl. Ademas de las cepas faltantes antes
mencionadas. Con esta enzima no se definieron los perfiles de las cepas 30 amil y 18 lilis.
Es apreciable que también con esta enzima se generaron perfiles de bandeo distintos

para cada cepa, incluyendo a las cepas de referencia.

El analisis del dendograma permite observar un grupo principal correspondiente a esta
enzima (grupo [} (d= 0.51), que conjunté a 18 cepas con calidad de identificacion entre
excelente y dudosa y a la cepa de referencia ATCC 8014. A este nivel quedan excluidas
de nueva cuenta las cepas ATCC 10241 y 45 lilis. La cepa 13lilis quedd sin agrupar,
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Los patrones de bandeo, calidad de identificacién y el dendograma generado por la
enzima Hind /f/ se muestran en la figura 12, Se presentan 21 patrones, 19 se
corresponden con las cepas bajo estudio y 2 con las cepas de referencia (ATCC 8014 y
ATCC 14431). La misma heterogeneidad en los perfiles es apreciable también con esta
enzima. El dendograma delimita la formacion de un grupo: ef grupo ! (d= 0.52) formado
por 18 cepas incluida la cepa de referencia ATCC 14431, La cepa 20lilis quedo aistada y
las cepas 45lilis y ATCC 8014 guedaron eliminadas a ese nivel de similitud. Las cepas
problema agrupadas presentan una calidad de identificacion que va desde excelente

hasta dudosa.

La determinacion de los grupos designados en los dendogramas se apoyd en un tipo de
andlisis estadistico denominado “bootstraping™ , con el fin de probar |a robustez o
confianza de las ramas presentes en los arboles. Estos valores se muestran en cada

rama.

Se observa que las ramas que albergan a los grupos principales (Grupos 1) en los
dendogramas poseen un valor de “bootstrapping” entre 190 y 192 con n=200, lo que
significa que de las 200 matrices que se crean aleatoriamente entre 180 y 192 generan la
conformacion de esta rama que agrupa a la mayoria de las cepas. Ahora bien, las ramas
que se forman dentro de cada uno de los grupos presentan valores muy bajos por lo que
una division en subgrupos resultaria poco confiable.

Los dendogramas obtenidos a partir de las tres enzimas de restriccion presentan
topolegias diferentes entre si. Esto es de esperarse ya que los patrones de bandeo para
una cepa en particular fueron diferentes para las tres enzimas. Especificamente, Bg/ |/
gener patrones de bandeo mejor definidos en comparacién con las otras enzimas: no
obstante, también generd patrones dificiles de analizar para aigunas cepas. La enzima
Hind il fue la que generd un mayor numero de cortes, lo que propicid que un mayor
numero de cepas se excluyeran del andlisis. EcoR/ presenté un comportamiento
intermedic entre estas dos enzimas. En términos generales, los tres dendogramas

presentan, & una ¢=0.52, un grupo principal constituido por la mayoria de las cepas bajo
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estudio, cuya calidad de identificacién bioquimica se encuentra entre excelente y dudosa,

y no presentan grupos estrechamente relacionados.

En el grupo formado en cada dendograma se encuentran incluidas cepas de referencia,
las cepas ATCC 8014 y ATCC 14431 aparecen dentro del grupo principal para dos
dendogromas (Fig. 10 y Fig. 11, y Fig. 10 y Fig. 12, respectivamente). Esto indica una
mayor relacion de éstas con las cepas problema, cormelacionando con sus fuentes de
aislamiento, la cepa ATCC 8014 fue aislada del ensilado de maiz y ATCC 14431 del
ensilado de pasto.

En relacién a ia presencia de cepas con calidad de identificacion dudosa dentro de los
grupos principales se puede inferir que éstas pertenecen a la especie L. plantarum; no
obstante, su identidad tiene que ser reforzada con el empleo de ofras técnicas.

Con respecto a la correlacién de la identificacion fisioldgica con los agrupamientos
realizados, se esperaba que las cepas se agruparan en base a su similitud para fermentar
carbohidratos, es decir, que las cepas con la misma calidad de identificacion {excelente,
muy buena, buena o aceplable) presentaran un mayor nimero de bandas en comtin ¥ por
ende se agruparan ¢on niveles bajos de disimilitud; asi mismo, se esperaba que las cepas
con calidad de identificacién dudosa presentaran un nlmero menor de bandas
compartidas con estas cepas. Sin embargo, como ya se menciond anterionmente, cada
cepa con cada enzima, mastré un perfil de restriccidn diferente compartiendo un namero
de bandas restringido entre si, en consecuencia no se observd ninguna correlacién en los
dendogramas, o al menos no con la suficiente solidez para considerarios. Lo anterior
refuerza lo sefialado por diversos autores en cuanto a la falta de correlacion entre la
heterogeneidad genética y Ia identidad bioquimica, particularmente ante los diferentes
comportamientos de las cepas consideradas como de referencia.

Es importante sefalar que las cepas de referencia identificadas por métodos bioquimicos
como L. plantarum, segun ATCC, también mostraron perfiles de restriccién tnicos con un

nimero minimo de bandas compartidas entre si. Lo anterior permite retomar las
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observaciones realizadas por Vandamme (1996) al respecto del empleo de pruebas
monofasicas para la clasificacion de los microorganismos, ya que se ha visto que estas
pruebas pueden excluir caracteristicas importantes de Jos microorganismos, lo gue
provoca que los sistemas de clasificacion no posean bases sélidas. Esto conlleva al
problema de definir bajo que criterios o caracteres se delinea una especie o cepa, asi
como la importancia que tomara cada uno de éstos. La importancia de una taxonomia
polifasica es que permite la conjuncién de informacién genotipica, fenotipica y
filogenética. Esta informacion integrada constituye una base muy sélida para la definicién
de criterios de clasificacion, determinando a aquellos que sean relevantes para un

organismo en particular.

Resulta evidente que el andlisis del polimorfismo en longitud de los fragmentos de
restriccion revelo una marcada heterogeneidad genética entre las cepas problema y las
propias cepas de referencia, entendiéndose como heterogeneidad genética a las
variaciones que existen en la secuencia de nuclebtidos entre genes o en este caso entre

genomas completos.

Dicks y van Vuuren {1987) encontraron evidencias de la heterogeneidad genética de la
especie Lactobacillus brevis mediante el anélisis numérico del patrén de proteinas. Pot y
col. (1993) confirmaron la hetercgeneidad de Lacfobacillus acidophilus mediante el
patrén de proteinas (SDS-PAGE). Por su parte, Delfaglio {1975) evidencié en su trabajo
una posible heterogeneidad genética de Lacfobacilius plantarum al encontrar que soio 8
cepas de esta especie, de 28 investigadas, mostraban porcentajes de hibridizacién
ADN/ADN entre 45-65% con respecto a la cepa tipo, y las demas no mostraban sefal de

hibridizacion.

Los trabajos mencionados presentan evidencias de la heterogeneidad genética del género
Lactobacillus. Asimismo, los resultados obtenidos en este estudio muestran la
heterogeneidad genética que presentan las cepas de L. plantarum aisladas del pozol al
analizar los perfiles de restriccién generados por las enzimas Bgll, EcoRl y Hind i,
evidencia que se sumaria a apoyar esta caracteristica del género Lactobacilius.
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VI. CONCLUSIONES

v Las enzimas de restriccion Bgil, EcoRl y Hindilf generaron un numero de fragmentos
cuantificables y distinguibles en comparacion con las enzimas Smaf y Sfil. Los

fragmentos oscilaban entre 2kpb ~ 20kpb.

v La enzima Bgll mostré una mejor distribucién de fragmentos en comparacion con
EcoR! y Hindlll. Sin embargo, para algunas cepas, las tres enzimas generaron
patrones de bandeo no definidos debido al gran nimero de fragmentos generados.

v Las cepas bajo estudic presentardn un peﬁil Unico y diferente para cada enzima de
corte (Bgfl, EcoRl'y Hindllf).

v Las cepas de referencia, de igual forma, mostraron perfiles de restriccidn unicos, lo
que permite sefialar que es necesario homogeneizar los criterios de definicién de

especie 0 cepa tipo para un determinado estudio.

¥ Los tres dendogramas derivados del analisis numérico presentan un grupo principal
que alberga entre 80-85% del total de las cepas a una distancia entre 0.51 y 0.52.

v No se encontrd correlacion entre la identificacién fisioldgica v el agrupamiento de las
cepas debido a la gran heterogeneidad de los perfiles de restriccion.

¥ Las cepas de referencia ATCC 8014 y ATCC 14431 muestran una mayor relacion con
las cepas bajo estudio.

¥ Con este trabajo se puede inferir que las cepas con calidad de identificacién dudosa,

segin el Sistema AP| 50 CHL, pertenecen a la especie de L. plantarum al ubicarse

dentro de los grupos principales. No obstante, es requerida una corroboracion.
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v Los perfiles de resticcion y el andlisis de agrupamiento generados por las tres
enzimas evidencian una gran heterogeneidad genética de las cepas, incluidas las

cepas de referencia de L. plantarum,

¥ Este trabajo constituye una primera aproximacién a un estudio polifasico de L.

plantarum proporcionando informacion relevante de su genotipo.

< El analisis del polimorfismo en longitud de Ios fragmentos de ADN (de sus siglas en
inglés RFLP) constituye una técnica rapida y sencilla util para un estudio polifasico,
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VIl. RECOMENDACIONES

* Se sugiere el empleo de una camara de electroforesis de campo pulsado para
determinar el perfil de restriccion de las cepas que fueron excluidas en el analisis,
debido a que su perfil no logrd definirse en ia camara de campo constante.

» Se recomienda continuar con los estudios polifasicos de L. plantarum , sobre todo

realizar pruebas de PCR especie-especifica o hibridizaciones especie-especifica para
apoyar a la identificacion fisiologica.
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IX. ANEXO A

Caldo APT*

Componente

Extracto de Bacto-levadura ...........................
Bacto-triptona ........ccocoeivi e,
Bacto-dextrosa ...
Citrate de sodio ...,

Fosfato dipotasico ................

Cloruro de manganeso ............cccocceoeeeivennne.
Sulfato de magnesio .............coooovveeveeer
Sulfato ferroso ...
Complejo mono-oleato sorbitan ......................

* Férmula por litro

Solucién TE

Componente

AjustarpH a 8

Solucion TBE 1x

Componente

AjustarpH a 8

Cantidad (g)

7.5
12.5
10
5
0.001
5

5
0.14
0.8
0.04
02

Concentracidn
10 mM
TmM

Concentracién
89 mM

89 mM

2mM
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