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RESUMEN

I. RESUMEN

Introduccién. El Cotija es un queso madurado, que se elabora artesanalmente a partir de leche
cruda de vaca, contiene un elevado contenido de sal y un sabor-aroma muy pronunciado. Este
depende principalmente de la microbiota colonizadora, hasta ahora inexplorada, por lo que
resulta importante conocer a los individuos que la conforman. Su calidad, tradiciébn y

autenticidad son resguardadas por la asociacion pro-sierra de JalMich bajo la marca colectiva

queso Cotija reqion de origen (IMPI; 867585 y 86); sin embargo, existen productos en el

mercado que se denominan Cotija sin ser auténticos. Objetivo. Realizar un analisis global, que
permita conocer la diversidad, dinAmica, dominancia relativa e identidad de la comunidad
bacteriana presentes en el queso Cotija auténtico, enfocandose en la identidad de algunas de
las bacterias distintivas que lo pudieran distinguir de los no auténticos, utilizando técnicas de
microbiologia tradicional que complementan a los métodos independientes de cultivo.
Metodologia. El estudio se hizo en tres muestras de queso Cotija, dos auténticas (Al, A2) y
una no auténtica (NoA), durante los primeros 7 meses de su maduracion. El PCR-DGGE incluye
las siguientes etapas: (I) Extraccion del ADN total directamente del alimento, (II) Amplificacion
de la region V3 del gene ADNr 16S, utilizando cebadores universales para bacterias, (lll)
Separacion de los productos de PCR en un Gel con Gradiente Desnaturalizante (DGGE),
conocido como huella génica, donde cada banda representaria una bacteria diferente, (IV)
Identificacién de algunas bandas en el gel, por comparacién con patrones de migracién de
bacterias aisladas de las muestras en estudio, mediante secuenciacion del amplicon separado
por DGGE y/o por secuenciaciéon del amplicbn separado por clonacion, con la posterior
comparacion de las secuencias (BLAST). Los geles fueron digitalizados y analizados mediante
el software Quantity One y Diversity Data Base, respectivamente. Resultados y discusién. La
comunidad bacteriana de las muestras Al, A2 y NoA, esta representada por 25, 15y 21 bandas
o individuos, respectivamente, los cuales en el andlisis global por PCR-DGGE, muestran en
cuanto a diversidad tres tipos de comunidades colonizadoras, distinguidas por su
comportamiento ante los cambios graduales de su microambiente como, sin alteracion:
porcentaje mayoritario 80, 74 y 86 en Al, A2 y NOA, respectivamente; inhibidos: presentes sélo
en Al y NoA; y favorecidos: presente en A2 y NoOA. En la dinamica del desarrollo bacteriano
se observan dos tipos: una poblacion variable que se detecté s6lo en alguna etapa de la
maduracion y la poblacion constante, que corresponde a la mayoria de los individuos: 84, 73 y
86% en Al, A2 y NOA, respectivamente. Esta Ultima poblacion estuvo presente desde el inicio
de la maduracion y fue capaz de sobrevivir en concentraciones elevadas de sal (4-7.4%) y aw
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RESUMEN

bajo (0.9-0.86), condiciones prevalecientes en el producto hasta el final de la maduracion
aproximadamente 7 meses. Como caso particular para Al, donde se estudio la cuajada, se
observé que las etapas de salado y oreado contribuyeron con el 52% de la poblacion. En lo que
respecta a la poblacion dominante relativa, ésta representa el 44, 33y 48% en Al, A2 y NOA,
respectivamente. Las bacterias distintivas se clasificaron como: Enterococcus faecium UC824,
Enterococcus faecalis N1-33, Vagococcus sp., Enterococcus faecium IDCC2104 vy
Marinilactibacillus sp. con porcentajes de identidad e intervalos de confianza de 100/70; 100/99;
100-98/93; 100/70; y 97-96/91; respectivamente. Conclusiones. El método de extraccion y
purificacién de ADN directamente del queso Cotija implementado durante este trabajo, permitié
obtenerlo en cantidad y calidad suficiente para la realizacién de la PCR. En la huella génica de
las muestras Al, A2 y NoA, se observd una gran complejidad lo que aunado a la
microheterogeneidad y co-migracion dificulté el analisis e identificacion de cada individuo de la
poblacién bacteriana. Los resultados del analisis global de la diversidad, dinamica y dominancia
relativa de las poblaciones bacterianas, sugieren que las operaciones posteriores a la obtencion
de la cuajada contribuyen ampliamente en la cantidad y diversidad de la microbiota
colonizadora. Los métodos dependientes de cultivo, permitieron aislar BAL's pertenecientes al
género Enterococcus. Por métodos independientes de cultivo se identificaron microorganismos
pertenecientes al grupo de bacterias lacticas que se han encontrado en otros productos lacteos
tradicionales de fermentacion espontanea. Tal es el caso de Enterococcus y Marinilactibacillus.
La secuenciacion de la region V3 del ADNr 16S permitié identificar especies de Enterococcus, y
a los géneros Vagococcus y Marinilactibacillus. Las especies de Enterococcus identificadas no
fueron poblacion dominante. Sin embargo estuvieron presentes y se mantuvieron durante el
periodo analizado del proceso de maduracion. El género Marinilactibacillus fue dominante
durante el periodo de maduracién estudiado. El género Vagococcus estuvo presente en el
periodo de maduracion estudiado y su domiancia fue dependiente del microambiente en que se

dasarroll6.
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INTRODUCCION

II. INTRODUCCION.

1. El queso Cotija.

El queso Cotija es sin duda el queso mexicano genuino mas conocido y de mayor
tradicion, tuvo su origen en el estado de Michoacan y Jalisco hace ya varios siglos, de
donde pasé a otras regiones de la republica, como los estados de Chiapas y Tabasco,
principalmente.

El Cotija se clasifica como un queso madurado, de pasta dura y de gran formato
con un peso que oscila de los 20-30 kg, posee una pasta friable (desmoronable, adecuada
para rallar), acida y con un porcentaje elevado de sal (aprox. 6%), cuando esta bien
maduro presenta un color blanco amarillento agradable y un sabor-aroma bastante

pronunciado, cabe destacar que se elabora con leche cruda de vaca (Villegas, 2004).

2. Reconocimiento del auténtico queso Cotija.

Debido a que existen productos en el mercado que se denominan Cotija sin ser
auténticos, un grupo de productores formaron la asociacion regional pro-sierra de JalMich,
guienes bajo la figura legal de Sociedad de Produccién Rural (SPR-RI), el 7 de marzo del
2005 obtuvieron del Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial (IMPI) la marca colectiva
del queso Cotija regién de origen bajo los nimeros 867585 y 867586 (Fig. 1), con lo cual
ganaron una ventaja competitiva en el mercado y un sobreprecio del producto, justificado
por la garantia de calidad, tradicién y autenticidad, factores que desde hace méas de cuatro
siglos le han dado el reconocimiento en todo el pais y en el mundo (Barajas et al., 2005;
La Jornada, 2006).
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Figura 1. Logotipo que identifica a la marca colectiva del queso Cotija regién de origen
(Barajas et al., 2005).
La marca reconoce como regiones auténticas de produccion a los municipios
(Tabla I) ubicados en la interseccion del bosque y la selva baja entre el estado de Jalisco y

Michoacan los cuales forman una herradura (Figura 2).

Tabla I. Municipios que conforman la asociacion
regional pro-sierra de JalMich.
ESTADO MUNICIPIOS
Sta. Ma. del Oro
JALISCO Jilotlan de los Dolores
Quitupan
Cotija
MICHOACAN Tocumbo
Buena Vista
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INTRODUCCION

Siberra de JALMICH. Region de origen del queso Cotija
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Figura 2. Sierra de JalMich. Regién de origen del queso Cotija (Barajas et al., 2005).

Para cumplir con las garantias de calidad y autenticidad los productores se
comprometieron a seguir lo establecido en las “Reglas de uso de la marca colectiva region
de origen” (Barajas et al.,, 2005) (Fig. 3), que describe someramente el proceso de
elaboracion, las especificaciones de la materia prima y producto terminado, las

recomendaciones de buenas practicas de manufactura y equipo, asi como las formas de

%Hm— de uso

L T TR T

comercializacion.

Figura 3. Portada del Manual “Reglas de uso de la marca colectiva regiéon de origen”
(Barajas et al., 2005).
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INTRODUCCION

Descripcion del proceso.

El proceso de elaboracion del auténtico Cotija (Fig. 4) consta de 9 etapas
principales, (1) la leche que se utiliza en la elaboracion del queso sera la obtenida de la
ordefa del dia, (2) la leche se deja reposar en un recipiente, una vez que alcanza la
temperatura Optima para ser cuajada, aprox. 25°C, se adiciona el cuajo mezclando
rapidamente, pudiendo acompafiarse de una parte de la sal total afiadida, segun la
costumbre. De acuerdo a lo que se pudo observar en una visita de campo, el cuajo de
origen microbiano (CUAMEX) se dosifica con una jeringa en una proporcion de
10 mL/100 L de leche, (3) la consistencia de la cuajada se prueba cruzandola con una
cuchara o cuchillo y una vez alcanzado el punto deseado, aproximadamente 2 horas
después, se corta hasta obtener grumos equivalentes en tamafio a un grano de maiz, (4)
la cuajada cortada se desuera por drenado, seguido del manteado operacion que
consiste en pasar la cuajada por un cedazo limpio y se exprime. El salado (5) se realiza
amasando la cuajada manualmente incorporando la sal; de acuerdo a lo observado, se
agregan 7.5 g/L de leche, aunque esta cantidad puede variar, (6) la masa salada se puede
moldear o dejar reposar sobre una mesa, para que al dia siguiente se incorpore una
cantidad equivalente del primer amasado y asi tener la cantidad suficiente para llenar el
aro (cincho, cinturén o fajo del diametro especifico del producto) cubierto en su interior con
dos bandas de ixtle (fibra de maguey) con las que se envolvera la masa, éstas confieren
en conjunto la forma y el volumen de la pasta, que a su vez habra de dar lugar a las piezas
con la presentacion tradicional cilindrica de alrededor de 20 kilogramos, (7) la pasta asi
fajada se prensa de 18 a 24 horas, segun lo observado, se utiliza una piedra rectangular
de aproximadamente 80 kilos, (8) la pasta prensada se faja y se desfaja operaciéon
conocida como oreado diariamente durante 15 dias o hasta que la pieza adquiera la
firmeza necesaria para ser manipulada, (9) el queso se limpia y se voltea diariamente

alternando la cara expuesta al aire durante los tres primeros meses de la maduracion.
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Figura 4. Diagrama de produccién tradicional del queso Cotija regién de origen.

DESUERAIMD

Especificaciones de la materia prima y producto terminado.

La leche debe proceder de vacas criollas (mezcla de raza cebu y europea) sanas,
libres de Brucella y tuberculosis, con un contenido minimo de 3.7% de grasa y 3% de
proteina. Cabe sefalar que el ganado, durante la produccion del queso en los meses de
junio a noviembre, deberd alimentarse Unicamente de zacate de sabana y ramoneo,
hierbas asi llamadas por los productores, que crece en las praderas naturales localizadas
en la region que protege la marca, dejando de lado los alimentos balanceados o
concentrados.

Aunque se utiliza cuajo de origen microbiano, a partir de la obtencién de la marca
colectiva Region de Origen, los productores se comprometieron a usar cuajo natural,
elaborado higiénicamente por los mismos productores de queso, a partir del cuajo de
eriantes jovenes; o en su defecto, cuajo comercial de origen animal.

La sal debe ser de mar (de grano), libre de materia extrafia y compuestos quimicos,
obtenida mediante proceso artesanal para que tenga la consistencia necesaria para su
incorporacion durante el salado.

En cuanto a la composicion del producto terminado, el Cotija debera tener 23% min.

de grasa, 25%. min. de proteina y una humedad méx. de 36% (Barajas et al., 2005).
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Recomendaciones de buenas practicas de manufactura y equipo.

En cuanto a las buenas practicas de manufactura se recomienda que la persona
gue ordefie conserve las manos limpias por lo que una segunda persona debera limpiar
los pezones de la vaca, ademas el ordefiador evitara tocar otras partes del animal, la
leche bronca se pasara por cedazos limpios para retener cualquier materia extrafia, antes
de su utilizacion, se debe usar un trapo limpio y suave que no desprenda hilos o materia
extrafia que pueda poner en riesgo la calidad del queso al limpiar la superficie durante la
maduracion.

El equipo empleado como son tinajas, mesas, anaqueles, fajas y recipientes
deberan ser de acero inoxidable y se mantendran limpios, alejados de contaminaciones y

fuera del alcance de insectos, aves, plagas u otros animales (Barajas et al., 2005).

Comercializacion.

En el mercado el Cotija se conoce como afiejo cuando su tiempo de maduracion va
de los 3 a 6 meses o rendido cuando va de 6 a 12 meses, es importante resaltar que el
tiempo minimo de maduracion antes de su venta debe ser de 100 dias de vida y que ésta
debe ocurrir dentro del area geogréfica protegida por la marca, lo que asegura las
condiciones de maduracién: temperatura media entre 20-25°C, humedad relativa de 80 a
90% propia de una precipitacion pluvial media anual (ppma) de 900-1200 mm y una altura
entre los 700 y 1700 msnm. Se considera como el inicio de vida del queso a partir del

retiro de la prensa (Barajas et al., 2005).
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3. Componentes elementales de la maduracion (CEM).

Durante la maduracion ocurren interacciones complejas entre los componentes

elementales, entre las que se encuentran:

1) Los factores extrinsecos; como la temperatura y humedad relativa de las
camaras de maduracion, la calidad del aire circundante, etc.

2) Los factores intrinsecos o fisicoquimicos; como el pH, % de NaCl, % de
acidez, potencial redox (E°), aw, sustancias inhibitorias como bacteriocinas
o lantibiéticos, etc.

3) Los componentes individuales del alimento; como son el % de
humedad, % de proteinas, % de grasa, % y tipo de CHO'S, perfil de
acidos grasos y de aminoacidos, etc.

4) La microbiota colonizadora; como bacterias, hongos Yy levaduras,

principalmente.

La interaccion entre los componentes es la siguiente; los factores extrinsecos e
intrinsecos son los que controlan el microambiente en el alimento fermentado, por lo que
el tipo y desarrollo de la microbiota inicial depender& de ellos, a medida que transcurre la
maduracion, los factores extrinsecos permanecen constantes a diferencia de los cambios
graduales que ocurren en los factores intrinsecos como resultado de la actividad
metabdlica de la microbiota iniciadora sobre los componentes individuales, que dara lugar
a dos efectos (1) la dinamica de la poblacion microbiana inicial, asi como la adaptacion de
la microbiota secundaria, y (2) la generacion de nuevos aromas, sabores y texturas en el
alimento (Cogan, 2000).

En muestras analizadas en el grupo de trabajo, el auténtico Cotija da ejemplo de las
interacciones antes descritas. En la Figura 5 se muestran los cambios graduales de los
factores fisicoquimicos que reflejan la actividad metabdlica de la microbiota sobre los
componentes individuales y como estos cambios originan que la poblacion de coliformes
totales, disminuya hasta practicamente su muerte. Es importante sefalar que las muestras
Al y A2 también se analizaron sensorialmente (Utrera, 2007) y fueron objeto de estudio de

este trabajo.
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Figura 5. Interaccion entre los factores fisicoquimicos y la dindmica de los coliformes en dos
muestras Aly A2 de auténtico queso Cotija (Bravo, 2008).
Es necesario resaltar que la microbiota colonizadora es el componente elemental
mas importante en la maduracion, ya que de ésta dependen las caracteristicas sensoriales
del alimento (Reps, 1993).
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4. Microbiota colonizadora tipica en los quesos madurados de elaboracion
artesanal.

La microbiota presente en los quesos madurado se divide en dos grupos, la
iniciadora y la secundaria.

Dentro de la microbiota iniciadora se pueden encontrar los siguientes:
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus delbrueckii subsp.
lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris y Lactococcus lactis subsp. lactis, pertenecientes
a la familia de las bacterias &cido lacticas (BAL’s). Su principal funcion es acidificar el
alimento para dar lugar al crecimiento de la microbiota secundaria, la cual se compone de
una mezcla compleja de bacterias, hongos y levaduras (Cogan, 2000) (Tabla II), que daran
lugar a las caracteristicas particulares de cada variedad de queso (Beresford et al., 2001).

Cuando se conoce el efecto de la microbiota en las caracteristicas sensoriales del
alimento, el cultivo iniciador y la microbiota secundaria se adicionan intencionalmente
como cepas puras o mezclas bien definidas, asegurandose que sean los Unicos
microorganismos que dirijan la maduracién. En la mayoria de los procesos tradicionales se
desconoce el efecto de la microbiota y, aun mas, la identidad de ésta.

En el Cotija no se adiciona un cultivo iniciador, sin embargo la ausencia de un
tratamiento térmico en el proceso, da pauta a la participacion de la microbiota propia de la
leche, de la sal de mar y del ambiente propio de la ordefia, elaboracion y maduracion.

Hasta el momento del queso Cotija clasificado por su tiempo de maduracion como
afiejo, se han aislado e identificado a Staphylococcus xylosus, Staphylococcus
piscifermentans, Staphylococcus saprophyticus, Yarrowa lipolytica y Candida zeylanoides,
gue se clasifican tipicamente como microbiota secundaria (Tabla Il), ademas de Bacillus
pumilus todas ellas reconocidas por su actividad lipolitica (Garcia, 2006). Asi como a
Bacillus subtilis, Bacillus flexus, Bacillus megaterium, Bacillus licheniformis,
Staphylococcus sciuri y Enterococcus faecalis reconocidas por su actividad proteolitica
(Hernandez, 2007a). La identificacibn se hiz6 mediante pruebas bioquimicas vy
secuenciacion de la region V3 del gene ADNr 16S para las bacterias 0 secuenciacion del
dominio D1-D2 del ARNr 26S para las levaduras.

Posgrado en Ciencias Bioquimicas, UNAM 11



INTRODUCCION

El género Bacillus se ha identificado en ambientes de granja, forrajes, tetas, ubres y
leche bronca (Saeta, 1983), mientras que el género Staphylococcus se ha identificado en
productos fermentados de pescado, en la piel y ubres del ganado
(Pantucek et al., 1999). El género Enterococcus también se ha identificado en leche
bronca, alimentos fermentados como quesos, carnes, pescado y vegetales (Vancanneyt et
al., 2002).

Tabla Il. Microbiota secundaria tipica en quesos madurados.

Bacterias acido lacticas no iniciadoras

Género Especie Fisiologia Aislado de
L. casei, L. curvatus,
. L. plantarum, L. Cocos o Bacilos Gram-positivos

Lactobacillus . ) Quesos

brevis, L. fermentum, aerobios
L. pararcasei
Otras bacterias
e Coco Gram-positivo aerobio Tierra

obligatorio

B. linens, B. casei, Coco Gram-positivo aerobio | Queso, leche y de

Brevibacterium B. iodinum, . ) )
B. epidermidis obligatorio la piel
: 16 reconocidas Bacilo Gram-positivo anaerobio Superficie del
Corynebacterium C. flavescens y :
o facultativo queso Dutch
C. variabilis
Microbacterium 13 recono cidas Coco Gram-positivo Leche
M. lacticum
Pediococcus 8 reconocidas Coco Gram positivo Quesos duros
Brachvbacterium B. alimentarium y Coco Gram-positivo Queso Comté y
y B. tyrofermentans Anaerobio facultativo Beaufort
Rhodococcus Bacilo Gram-positivo aerobio | Tierra y estiércol
Coco Gram-positivo aerobio Superficie del
Micrococcus 17 reconocidas P gueso Comtéy

estricto blue

P. freudenreichii,

Propionibacterium | P. jensenii,P. thoenii Bacilo Gram-positivo aerobio o Quesos y piel

y P. acidipropionici microaerofilico humana
Staphvlococcus 19 reconocidas Coco Gram-positivo anaerobio Piel y fosas
phy facultativo nasales de vaca

(Beresford et al., 2001)
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Tabla Il. Microbiota secundaria tipica en quesos madurados.

LEVADURAS HONGOS
Especie Aislado de Especie Aislado de
Debaryomyces hansenii Superficie de
Galactomyces geotrichum guesos Penicillium roqueforti Roquefort,
Camembert y Gorgonzola
Gorgonzola.
Kluvyeromyces marxianus
Kluvyeromyces lactis Danish azul,
Yarrowia lipolytica Quesos Penicillium camemberti Camembert

Candida zeylanoides

(Beresford et al., 2001)
5. Diferenciacién sensorial del auténtico queso Cotija.

En esta seccion puntualizaremos las diferencias que existen entre el Cotija
auténtico y el elaborado en otras regiones en cuanto a materia prima, proceso Yy
composicién, lo que lleva a la generacién de atributos sensoriales diferenciables (Tabla Il
y 1IV), como lo muestra Utrera (2007).

Tabla Ill. Composicion quimica promedio del auténtico
gueso Cotijarendido y otro similar, base seca.
Componente Auténtico _No auténtico
(Pijijilpan, Chiapas)
Proteina total (%) 39-47 50.2
Grasa butirica (%) 37 - 46 31.9
Minerales (%) 8.7-11.2 15.6
NaCl (%) 4.7-7.4 14.45
CHO'’S (%) 0.12-0.24 0.43
aw méx 0.90 0.91
pH 48-5.2 3.67
Acidez (% ac. lactico) 0.20-0.32 0.42

(Hernandez, 2007b).
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Tabla IV. Relacién de las caracteristicas sensoriales y las condiciones de
elaboracién del queso Cotija.

Condicion Auténtico No auténtico | Atributo Sensorial, que se
afecta segun la condicion:

Materia Prima

Leche

. Cebu o criollo Holstein Sensacion grasa
proveniente de

Alimento para

Alimentacion Libre pastoreo Color
ganado
Proceso
Granulosidad,
Corte de la ) _ _
) En cuadritos En cruz uniformidad y estructura
cuajada
del queso
Salado % variable % variable Nota salada
Desuerado _ Dureza, cohesividad,
Intenso Ligero )
y Prensado firmeza
Oreado y Estrictamente _ _ Nota agria, Sabor a
y i Tiempo variable .
Maduracion 100 dias gueso Cotija

(Utrera, 2007).

En el andlisis sensorial realizado por Utrera, (2007) ademas de otras muestras de
gueso Cotija auténtico se compararon las muestras Al y A2, con otros quesos similares
trabajo). Se estudiaron 24 atributos agrupados de acuerdo a la caracteristica a evaluar:

= Apariencia: color, homogeneidad de color, brillo, granulosidad, humedad,
uniformidad de la muestra y estructura interna del queso.

= Olor: nota agria e intensidad global del estimulo.

= Textura en boca: dureza, cohesividad, adhesividad, granulosidad, humedad,
masticabilidad y sensacién grasa.

» Textura tactil: aspereza superficial, fracturabilidad y desmoronabilidad.

= Sabor: nota salada, nota agria, astringencia, sabor a queso Cotija e

intensidad del estimulo global del sabor.
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Los resultados indican que es posible la diferenciacion del auténtico queso Cotija
mediante los atributos de apariencia, olor y textura en boca. En cuanto a los atributos de
sabor, los que permiten establecer diferencias son: la nota salada y la intensidad de sabor
a queso Cotija, descrita como la suma de la nota a grasa rancia y la ausencia de notas
lacteas. Mientras que el atributo de textura tactil que permite la diferenciacién es la
marcada aspereza del auténtico queso Cotija.

Con la posibilidad de diferenciar al auténtico queso Cotija de entre otros que se
comercializan en el mercado, mediante sus atributos sensoriales y retomando la
importancia de la actividad metabdlica de la microbiota colonizadora en la generacion de

éstos, surge la pregunta:

¢Es posible diferenciar al auténtico queso Cotija por su poblacion

bacteriana?

La respuesta, hasta hace algunas décadas, no era nada facil de averiguar, ya que
en los micro-ambientes complejos, como los alimento fermentados, las técnicas
microbianas convencionales como el crecimiento en medios selectivos y la caracterizacion
morfologica y bioquimica, s6lo permiten conocer una pequefa fraccién de la diversidad
microbiana, menos del 1% de la poblacion total, dato obtenido al analizar muestras de
suelo (Muyzer & Smalla, 1998; Torsvik et al., 1998; Giller et al., 1997; Pace, 1997;
Borneman et al., 1996), debido a que la mayoria de los microorganismos resultan dificiles
de cultivar o son no cultivables, porque su crecimiento depende de las actividades de otros
microorganismos o porque se desconocen las condiciones para su cultivo (Diaz & Wacher,
2003; Amann et al, 1995).

6. Estudio de la diversidad microbiana mediante el analisis de secuencias
conservadas ADNr 16S.

La problematica antes expuesta, llevé al desarrollo de estrategias basadas en
métodos moleculares que permiten detectar e identificar de forma répida y directa
especies y hasta subespecies de microorganismos presentes en una muestra sin

necesidad de cultivarlos (Beresford et al., 2001).
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La identificacién se basa en la comparacion de secuencias nucleotidicas de genes
individuales de sus genomas con las bases de datos. Los genes que codifican para el
RNA ribosomal son los mas utilizados, ya que estas moléculas son funcionalmente
constantes, se encuentran distribuidas universalmente y reflejan la relacion evolutiva de
los microorganismos (Case et al., 2007). Ademas presentan regiones hipervariables o
secuencias huella, flanqueadas por regiones moderadamente conservadas, las cuales
permiten la identificacion de especies microbianas (Van de Peer et al.,, 1996) y el
alineamiento con cebadores universales (McCabe et al., 1999), respectivamente.

Las regiones hipervariables son nueve (Figura 6): 69-99, 137-242, 433-497, 576-
682, 822-879, 986-1043, 1117-1173, 1243-1294 y 1435-1465, respectivamente, la
numeracion se basa en el sistema de nomenclatura de E. coli (Brosius et al., 1978). De
éstas, las regiones V2, V3 y V6 son las que presentan el maximo poder discriminatorio
entre especies bacterianas, por contener la maxima heterogeneidad nucleotidica
(Chakravorty et al., 2007). La ventaja que presenta la region V3 sobre la V2, 65
nucledtidos versus 106 nucleédtidos, es su menor tamafio preferido en los ensayos de
PCR-tiempo real (Chakravorty et al., 2006).

Se ha observado que el gene ADNr 16S esta presente en multiples copias, de 1 a
15, en un gran numero de bacterias; por mencionar algunos ejemplos, el orden
Lactobacillales contiene de 4-6 copias, los Clostridiales de 5-11 copias, los
Thermoanaerobacteriales 4 copias y los Bacillales de 5-13 copias, en promedio 4.1 copias
por genoma (Case et al.,, 2007; Klappenbach et al., 2001), estas multicopias presentan
heterogeneidad intragendmica concentrada en especificas regiones llamadas
“heterogencity hot spots”, localizadas entre las asas 6, 9-11, 17, 33, 34, 39 y 41 (Figura 6),
la numeracion de las asas concuerda con lo descrito por Cannone y colaboradores, (2002).

Existen dos hipdétesis que explican la presencia de multiples copias del gene ADNTr,
la primera propone una diferenciacion funcional que permite la expresiéon diferencial del
operdn (Gunderson et al., 1987) o bien para provocar un crecimiento rapido de la bacteria
al verse favorecida la traduccion (Klappenbach et al., 2000), ambas como respuestas a

cambios ambientales.
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Figura 6. Estructura secundaria del gene ADNr 16S; regiones hipervariables (V1-V9) y
conservadas (Neefs et al., 1990).
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7. Descripcion de la tecnica PCR-DGGE.

Cuando se pretende identificar a los miembros de una comunidad microbiana a
partir de una mezcla de material gendmico muy diverso, antes de llegar a las etapas de
secuenciacion y comparacion con las bases de datos, es necesario amplificar y separar
mediante una técnica analitica de alta resolucion, las regiones que se emplearan como
marcador de identidad.

Para la amplificacion exponencial de regiones especificas del genoma, procariote o
eucariote, se emplean segun sea el caso cebadores universales o especificos. Cabe
mencionar que durante la sintesis in vitro de ADN, mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) se puede dar la amplificacion preferencial de los fragmentos de ADN
con bajo contenido de G+C sobre los fragmentos que tienen un alto contenido de G+C,
esto es debido a la facilidad o dificultad de disociacion, respectivamente, que define la
eficiencia de la amplificacion ya que en la PCR la competencia por reactivos y la rapidez
con la que se lleve a cabo la desnaturalizacion y alineacion de los cebadores son etapas
limitantes. Esta amplificacion preferencial también esta en funcién de la seleccion de los
cebadores, del nimero de ciclos de replicacion y de la heterogeneidad del ADNparsn propia
de comunidades complejas (Wintzingerode et al., 1997).

El DGGE (electroforesis en gel de acrilamida con gradiente desnaturalizante) es un
método independiente de cultivo, recientemente incorporado al estudio de comunidades
microbianas que permite separar fragmentos de ADN, previamente amplificados por PCR,
de la misma longitud, no mayor a 500pb, pero de diferente secuencia, es decir, que
contienen dominios con grados de desnaturalizacion (Tm) caracteristicos. La separacion
de la mezcla de amplicones (Figura 7) se basa en su movilidad electroforética individual en
un gel de poliacrilamida con gradiente desnaturalizante lineal, de una mezcla de urea y
formamida, paralelo a la direccion de la electroforesis (Ercolini, 2004). Asi, conforme los
fragmentos de ADN de doble cadena van migrando, éstos se van desnaturalizando
parcialmente, dependiendo de su Tm, formando una molécula enramada que ocupara una

osicion determinada en el gel, por lo que se separan.
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Para ello es necesario que el fragmento de ADN contenga en su extremo 5’ una
secuencia adicional de aproximadamente 40 nucleétidos de guanina + citosina, llamada
grapa GC (Sheffield et al., 1992 y 1989).

Como resultado de la separacion de los amplicones en el gel de acrilamida, se
observa un nimero variable de bandas a lo largo del gel, dependiendo de la diversidad
de las secuencias amplificadas, este patrén de bandas generado, es considerado como

una huella génica de la comunidad microbiana de la muestra.
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Figura 7. Migraciéon de fragmentos de ADN en un gel de poliacrilamida con gradiente
desnaturalizante paralelo (DGGE) (Bolafios, 2004).

En principio cada una de las bandas deberia representar a un microorganismo
diferente (Muyzer & Smalla, 1998), sin embargo se debe ser muy cuidadoso en la
interpretacién ya que un microorganismo puede estar representado por mas de una banda
lo que se conoce como microheterogeneidad (Gelsomino et al., 1999; Duineveld et al.,
2001), en el caso de usar el gene de identidad ADNr 16S, ya que puede estar en
multicopia (Nubel et al., 1996). O bien que una banda represente mas de un
microorganismo, la co-migracion (Buchholz-Cleven et al., 1997; Fesefeldt & Gliesche,
1997; Kowalchuk et al., 1997; Rossello-Mora et al., 1999), lo que dificulta la identificacion
ya que impide recobrar secuencias “limpias”, esto es, que hayan sido originadas por un

s6lo microorganismo.
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Antes de iniciar con el andlisis de fragmentos de ADN por DGGE es necesario
determinar el gradiente 6ptimo para la separacién de los fragmentos amplificados de ADN,
para evitar en lo posible la co-migracién, para ello se elabora un gel con gradiente
desnaturalizante perpendicular al campo electroforético (Figura 8), por lo que el gradiente
se incrementara de izquierda a derecha.

En el lado izquierdo del gel, donde la concentracion del desnaturalizante es baja, la
mezcla de amplicones migra conservando su estructura de doble cadena, en el otro lado
del gel, donde la concentracién del desnaturalizante es alta, la doble cadena de los
amplicones se funde totalmente, tomando una estructura enramada, tan pronto como entra
en el gel, por lo que su corrimiento es nulo. En ambos casos la separacion de los
amplicones es imposible. En las concentraciones intermedias del desnaturalizante, los
fragmentos amplificados tienen diferentes grados de fusion lo que corresponde a
diferentes grados de movilidad, lo que lleva a la separacion (Fischer & Lerman, 1983 y

1979; Myers et al., 1987).
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Figura 8. Gel perpendicular de DGGE (Bolafios, 2004).
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La técnica de la DGGE ofrece ademas de separar los amplicones, la posibilidad de
seguir la dinamica en las poblaciones microbianas por efecto de los cambios en su
microambiente, se pueden analizar multiples muestras simultaneamente, ademas de ser
reproducible (Muyzer, 1999), para que las bandas puedan ser visualizadas es necesaria la
presencia minima de 10° a 10" UFC/mL (Theunissen et al., 2005; Fasoli et al., 2003). Este
limite de deteccion también puede ser interpretado como el 1 al 2% de la poblacion
microbiana relativa, con respecto a la microbiota total (MacNaughton et al., 1999).

8. PCR-DGGE en el estudio de comunidades bacterianas en quesos madurados.

La técnica ha sido empleada en el estudio de la diversidad bacteriana en el queso
tradicional Domiati de origen egipcio, en el cual se identificaron por comparacién con
patrones de migracién (Ogier et al., 2004) y secuenciaciéon de la region V3 del gene ADNr
16S de las bandas escindidas del gel, a bacterias lacticas dominantes como: Leuconostoc
mesenteroides, Lactococcus garvieae, Aerococcus viridans, Lactobacillus versmoldensis,
Pediococcus inopinatus y a Lactococcus lactis, entre otras especies no lacticas poco
frecuentes como Kocuria rhizophila, Kocuria kristinae, Kocuria halotolerans, Arthrobacter
spp., Brachybacterium tyrofermentans, Staphylococcus spp. y Vibrio spp. Todas ellas
halotolerantes y relacionadas con ambientes marinos (El-Baradei et al., 2007).

Otro estudio donde se aplicé el PCR-DGGE fue para conocer la diversidad y
dindmica de la comunidad bacteriana dominante en la produccion y maduracion (90 dias)
del queso espafiol Cabrales venas-azules, donde se identificé utilizando la regién V3 del
gene ADNr 16S a Lactococcus lactis subs. lactis como dominante en la leche y hasta el fin
de la maduracion, Lactococcus raffinolactis presente desde la leche se mantuvo hasta los
60 dias de maduracion, mientras que Lactobacillus kefiri y Lactobacillus buchneri se
presentaron hasta los 15 dias de iniciada la maduracion, en cuanto a la co-migracion se
detectaron a Lactobacillus plantarum y a Lactobacillus paraplantarum como
microorganismos cuyos amplicones migraron la misma distancia (Florez & Mayo, 2006).

En el queso Stilton la técnica permitid la identificacion por secuenciacion de la
region V3 del gene ADNr 16S a Lactococcus lactis, Enterococcus faecalis, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus curvatus, Leuconostoc mesenteroides, Staphylococcus equorum

y Staphylococcus sp (Ercolini et al., 2003).
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Otro ejemplo del uso de esta técnica fue para monitorear los cambios de la
comunidad bacteriana durante la maduracion del queso Siciliano, se utilizé la region V6-V8
del gene ADNr 16S, se encontrd que los cambios de la estructura microbiana durante la
produccion fueron dramaticos, ya que en la leche bronca las bacterias mesofilicas como
Leuconostoc, L. lactis y Macrococcus caseolyticus fueron la microbiota predominante,
mientras que durante la maduracion S. thermophilus fue el microorganismo predominante
(Randazzo et al., 2002).

En el suero del queso Mozzarella se identificaron por comparacion de la region V3
del gene ADNr 16S cuatro bacterial lacticas: Streptococcus thermophilus, Lactococcus
lactis, Lactobacillus delbrueckii y Lactobacillus crispatus, mediante la PCR-DGGE como
técnica independiente de cultivo, y a Lactobacillus fermentum y Enterococcus faecalis
usando técnicas dependientes de cultivo (Ercolini et al., 2001b).

Es importante resaltar que la region V3 del gene ADNr 16S fue utilizada por la
mayoria de los investigadores para la clasificacion de las bacterias. La acertividad e
intervalo de confianza de la clasificacion mediada por la comparacién de fragmentos de
100pb en promedio de dicho gene, varia enormemente dependiendo de la seccion de la
gue se elija (Wang et al., 2007). Por ejemplo, las regiones hipervariables V2 y V4
permitieron clasificar en el estudio realizado por Sandberg y colaboradores, (2001)
acertivamente secuencias a nivel de género y familia, con una intervalo de confianza del
82% y 90%, respectivamente.

En el mapeo del gene ADNr 16S de 5,014 secuencias (Figura 9), realizado por
Wang y colaboradores, (2007) observarén que las regiones hipervariables fueron en
general, mas acertadas en la clasificacion que las regiones mas conservadas (Figura 9A).
Igualmente el intervalo de confianza promedio estimado mediante el analisis por Bootstrap
fue mas alto en dichas regiones (Figuras 9B).

Las regiones hipervariables se encuentran flanqueadas por regiones conservadas
y/o semiconservadas. Estas Udltimas comuUnmente incrementan la acertividad de la
clasificacion y amplian los picos de certidumbre de las regiones hipervariables contiguas
(Figura 9). Las regiones V2 y V4, se encuentran flanqueadas por regiones

semiconservadas.
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Por lo anterior, situandonos en la Figura 9, la region hipervariable V3 del gene ADNr
16S, que comprende las bases 433 a la 497, de conformidad con el sistema de
nomenclatura de E. coli (Brosius et al., 1978). Permitira obtener una acertividad en la
clasificacion a nivel de género del 75%, con un intervalo de confianza del 80%. Cifras
considerables en comparacion con el 82% de acertividad observado para las regiones
hipervariables V2 y V4 con intervalo de confianza del 90%, mismos que fueron los
mayores porcentajes presentados de entre las 9 regiones hipervariables del gene ADNr
16S.
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Figura 9. (A) Acertividad de la clasificaciéon para segmentos de 100 bases de la secuencia
completa del gene ADNr 16S, moviendo 25 bases a la vez. Las barras paralelas al eje de las abscisas
definen las regiones hipervariables. El promedio de la acertividad de la clasificacién a nivel de
género fue mayor al 70% para todas las regiones de 100 bases. (B) Intervalo de confianza promedio
estimado por Bootstrap (Wang et al., 2007).

Como se ha hecho ver el PCR-DGGE es una técnica que ha permitido a otros
investigadores seguir la dindmica de la poblacion bacteriana y su identificacion en distintas
etapas del proceso, por lo que se piensa que la aplicacion de dicha técnica en el estudio
de la comunidad bacteriana del quesos Cotija conducird en un futuro a lograr grandes
avances en el entendimiento de ecosistemas complejos y su impacto en la maduracién del

gueso, conservacion y calidad.
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9. El papel de los Enterococcus en alimentos fermentados.

El género Enterococcus, perteneciente al grupo de las Bacterias Acido Lacticas
(BAL’s), son células Gram (+) catalasa (-) generalmente ovoides, no esporuladas, se
pueden observar solitarias, en pares o en cadenas cortas, algunas especies son moviles,
anaerobias facultativas, quimiorganétrofas, con requerimientos nutricionales complejos,
productoras de acido lactico como principal metabolito de la fermentacion (Devriese & Pot,
1995). Se han propuesto mas de 20 especies que conforman el género (Figura 10), tales
como E. avium, E. casseliflavus, E. durans, E. faecium, E. faecalis, E. gallinarum, E. hirae,
E. mundtii, E. porcinus, E. raffinosus, E. sulfureus, E. villorum, por mencionar algunos
(Hardie & Whiley, 1997). Se encuentran tipicamente en el tracto intestinal, y heces de
humanos y de una amplia variedad de animales, también han sido aisladas del suelo,
agua, plantas, materia prima cruda como leche y carne, asi como en alimentos
procesados e inclusive pasteurizados (Devriese & Pot 1995; Franz et al., 2003; Mathur &
Singh, 2005). Se les reconoce por su capacidad de crecer y sobrevivir en un amplio rango
de condiciones ambientales que son inusuales para un gran niumero de eubacterias, como
son temperaturas entre los 10 y 45 °C, e inclusive sobrevivir a 60°C hasta por 30 min, pH
extremo de 9 a 6 y salinidad igual o superior a los 6.5%, lo que les permite tener una
distribucion casi ubicua (Hardie & Whiley, 1997; Pérez-Pulido et al., 2006).

Este género ha sido reconocido por su papel benéfico en las fermentaciones de
alimentos de origen cérnico, lacteo y vegetal (Giraff, 2002; Hugas et al., 2003). En los
quesos madurados los niveles de Enterococcus reportados superan los 10°-10° UFC/g por
lo que su presencia se ve favorecida en comparacion con los quesos crudos, donde se
han encontrado en una concentraciéon de 10*-10° UFC/g (Del Pozo et al., 1988; Franz et
al.,, 2003; Manolopoulou et al., 2003). La variacion de dichos niveles depende
principalmente del tipo de queso, de la estacion del afio en que se haya producido y de la
carga microbiana presente en la leche (Sarantinopoulos et al., 2001a). Las especies
predominantes en los quesos madurados como el Manchego (Ordofiez et al., 1978),
Mozzarella (Coppola et al.,, 1988) y Emmental (Teuber et al., 1996), son E. faecium y
E. faecalis.
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Su presencia y papel que desempefian durante la maduracion ha sido ampliamente

estudiada en quesos europeos (Tabla V) (Foulquié-Moreno et al., 2006) elaborados

tradicionalmente.

La presencia de los Enterococcus en la leche, y por ende en el queso, por muchos

afios se atribuyé a las malas practicas de higiene en el proceso, asi como la

contaminaciéon directa con heces fecales de humanos y animales. Sin embargo

recientemente se ha propuesto que su presencia es debida al uso de agua contaminada, a

la inadecuada limpieza de las superficies externas de los animales, al equipo de ordefia y

a los contenedores de la leche (Gelsomino et al., 2002; Giraffa, 2002).

Tabla V. Quesos Europeos donde se ha estudiado la presencia del género Enterococcus.
ORIGEN QUESO Tipo de leche | ORIGEN QUESO Tl'é’é’h‘ie
Comté Vaca Italiano Monte Veronese Vaca

Francés Roquefort Vaca Italiano Mozzarella Vaca
Venaco Oveja/cabra Italiano Pecorino Sardo Oveja

Farmhouse Oveja Italiano Semicotto Caprino Cabra

cheese

Feta Oveja Italiano Montasio Vaca

Feta and Teleme Oveja Espafiol Armada Cabra

Griego Kefalotyri Oveja Espafiol Arzuar Vaca
Orinotyri Oveja Espafiol Cebreiro Vaca

Plchtogalo Oveja/Cabra | Espafiol Cebreiro Vaca

Chanion

Irani Cheddar Vaca Espafiol Majorero Cabra
Portugués Serra da Estrela Oveja Espafiol La Serena Ovejas
Serra da Estrela Oveja Espafiol Manchego Ovejas

Bufalo Mozzarella Buffalo Espafiol Roncal-ldiazabal Ovejas

ltaliano Fiore Sardo Oveja Espaiiol San Simoén Vaca
Fontina Vaca Espaiiol Tenerife Cabra

Montasio Vaca Espafiol Tetilla Vaca

El rol que desempefian algunas especies de Enterococcus presentes en los quesos

fermentados son de suma

importancia ya que contribuyen en

las propiedades

organolépticas y contrario a lo que se pensaria, en la calidad sanitaria por su capacidad de

producir enterocinas (Vancanneyt et al., 2002; De Vuyst et al., 2003).
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Su contribucion en las propiedades organolépticas, como desarrollo de aroma se
debe principalmente a su actividad proteolitica y esterolitica al producir importantes
compuestos volatiles como el etanol, acetato, acetona, acetaldehido, acetoina y diacetilo
(Centeno et al., 1996; Casalta & Zennaro 1997; Sarantinopoulos et al., 2001a y 2001b;
Franz et al., 2003 y 1999).

Siguiendo con la contribucion de los Enterococcus en las caracteristicas sensoriales
Sarantinopoulos y colaboradores, (2002) demostraron que el uso de E. faecium FAIR-E
198 y FAIR-E 243 agregadas como adjunto de un cultivo iniciador favorece positivamente
el sabor, aroma, color y estructura del queso Feta, ademas de propiciar el desarrollo de
cocos mesodfilos y bacilos termofilos. Sobre esta linea existen otros trabajos donde se
evalla el efecto de las especies E. faecium, E. durans y E. faecalis, principalmente,
usadas como cultivos iniciadores o adjuntos en quesos madurados como el Cheedar
(Jensen et al., 1975a y b) y buffalo Mozzarella (Villani & Coppola 1994), entre otros.

Actualmente, la British Advisory Comité on Novel Foods and Processes (ACNFP)
acepta el uso de la cepa E. faecium K77D como cultivo iniciador en la fermentacién de
productos lacteos (ACNFP, 1996).

Por otro lado, la capacidad de los Enterococcus de producir enterocinas ha llevado
a la busqueda de cepas productoras en diversos ambientes tales como carne, pescado,
vegetales y quesos fermentados, asi como al estudio de su efecto al ser adicionadas como
cultivo iniciador o bien la enterocina purificada.

Nufiez y colaboradores, (1997) concluyen en su trabajo que E. faecalis INIA 4,
adicionada como adjunto es capaz de producir la enterocina ain en competencia con la
microbiota nativa de la leche durante la fabricacién del queso Manchego. Por su parte
Giraffa y colaboradores, (1994) mostraron que las enterocinas también se producen en
presencia de la renina durante las primeras 55 h de produccion del queso Taleggio. Con
respecto a la adicién de enterocinas purificadas Foulquié-Moreno y colaboradores, (2003)
mostraron que la enterocina 1146 producida por E. faecium DPC 1146 al adicionarla en
leche tenia actividad bactericida contra L. monocytogenes. En general se ha visto que las
enterocinas tienen actividad sobre Listeria y Clostridium, principalmente, (Mendoza et al.,
1999; Benik et al., 1999) asi como también contra bacterias Gram (-) como E. coli (Géalvez
et al., 1989) y Vibrio cholerae (Simonetta et al., 1997).
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La seleccion de los Enterococcus que participen en los alimentos fermentados debe
ser muy cuidadosa ya que a este género se le ha involucrado en infecciones oportunistas
e intoxicaciones (Franz et al., 1999; Hardie & Whiley, 1997; Kayser, 2003; Lopes et al.,
2005).

Entre los criterios de seleccion destaca la ausencia de factores de virulencia tales
como las proteinas de superficie extracelular y sustancias de agregacién que promueven
la adherencia a las células del hospedero (Pérez-Pulido et al. 2006), con lo cual se
imposibilitaria la colonizacién y por ende dejarian de representar un riesgo para la salud
(Vancanneyt et al., 2002; De Vuyst et al., 2003), entre otros criterios importantes son la
resistencia a antibiéticos (Mathur & Singh, 2005) y la secrecién de citolisina (Franz et al.,
2003).
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o E. italicus LMG 2203897 (AJB43426)
ol E. saccharominimus LMG 22197 (AJB43395)
wd E saccharominimus LMG 217277 (AJB43425)
! E. saccharorminimus LMG 22198 (A8 3306 )
L Enterococcus sp. LMG 22881 (AJB43472)
E. canis LMG 123167 (AJB43378)
E. colurmbae LMG 117407 (AJB43417)
b E. cecartm LMG 129027 (AJB43416)
E. aquimarnnus LMG 1668077 (AJIE5418)
E. saccharclyticus LMG 114277 (AJB43376)
- E. asinl LMG 187277 (AJ243430)
E. paliens LMG 218427 (AJB43397)
E. psawdaawvitm LMG 114267 (AJBA3ITE)
~ E. raffinosus LMG 128887 (AJ843381)
E. harmanniensis LMG 123177 (AJB43280)
E, avitm LMG 107447 (AJB43457)
I —l E. malodovaius LMG 107477 (AJB43420)
E. gilvirs LMG 218417 (AJ843390)
E. galinarurm LMG 131297 (AJB43464)
E. faecium LMG 114237 (AJ843428)
™ E. durans LMG 107467 (AJB4A3IT3)
E. hasmoperoxidus LMG 194877 (AJ843415)
E. moraviensis LMG TS48ET (AJE3422)
E. hirae LMG 63907 (AJ843420)
= E. it LMG 107487 (AJB43374)
E. dispar LMG 135217 (AJB43382)
E. canintestinl LMG 135007 (AJB43388)
nall E. Mavescens LMG 16313 (AJB43468)
: E. casseiiffavus LMG 107457 (AJ843470)
E. casselifavis LMG 16286 (AJBA34T 1)
E. passelflavus LMG 14406 (AJB43461)
E. flavescens LMG 135187 (AJB43465)
E, flavescans LMG 16314 (AJB43469)
E. phoeniculicola LMG 224717 (AJ843394)
E. fmecalis LMG 79377 (AJB43387)
E. villorumn LMG 122877 (AJB433TE)
E, ratti LG 218287 (AJB433RE)
E. suifureus LMG 130847 (AJB4342T)

Figura 10. Arbol filogenético de las especies de Enterococcus derivado de la secuencia del gene
ADNTr 16S (Naser et al., 2006).
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III. JUSTIFICACION.

El obtener la denominacién de origen del auténtico queso Cotija que permita su
reconocimiento y comercializacién nacional e internacional, ha dado origen a programas
estatales e investigaciones enfocadas en conocer la composicion proximal, el
microambiente, la microbiota colonizadora total, los microorganismos clave en el desarrollo
de los atributos sensoriales y la calidad sanitaria del producto.

Las caracteristicas de calidad que distinguen al auténtico queso Cotija dependen de
la microbiota colonizadora, por lo que resulta necesario conocer su identidad y
comportamiento ante los cambios graduales de su microambiente, los que se van
presentando durante la maduracion.

En el presente trabajo se determinard cual es la comunidad bacteriana total, para
gue en estudios posteriores, se defina qué bacterias participan en la generacion de las
caracteristicas distintivas del producto, tanto sensoriales como sanitarias.

En cuanto al comportamiento de la comunidad bacteriana del queso Cotija, éste es
el primer reporte que intenta describir su diversidad, dinamica y dominio relativo durante 7
meses de su maduracion, utilizando métodos moleculares como lo es el DGGE aunado a
la identificacion por secuenciacion de regiones utilizadas como marcadores filogenéticos,
ademas de técnicas de microbiologia tradicional que los complementan.

Por dltimo, este trabajo pretende fomentar entre los investigadores el interés por el
estudio de las fermentaciones tradicionales espontaneas contribuyendo asi en el rescate

de la riqgueza endémica de la cultura mexicana.
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IV. HIPOTESIS.

El queso Cotija es un alimento de manufactura tradicional, donde no existe algun
procesamiento térmico, cuya maduracion es una fermentacion esponténea, por lo que los
microorganismos que estarian presentes durante esta etapa provendrian del ambiente y
materias primas con que se elabora y su prevalencia estaria determinada por el

microambiente del producto, que se caracteriza por un valor bajo de ayw.
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V. OBJETIVOS.

1) Establecer el método de extraccion y purificacion del ADN directamente del

alimento y el gradiente desnaturalizante 6ptimo en el DGGE.

2) Realizar el analisis global de la comunidad bacteriana y de los microorganismos

huella presentes el auténtico queso Cotija, a través del andlisis de bandas obtenidas por
DGGE. Lo que incluye:

= Diversidad

= Dinamica del desarrollo

= Dominancia relativa

3) Conocer la identidad de algunos de los microorganismos presentes durante 7

meses de maduracion del queso Cotija auténtico, utilizando métodos dependientes e

independientes de cultivo.
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VI. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.
EMPLEADA EN EL ANALISIS DE LAS COMUNIDADES BACTERIANAS DEL

QUESO “COTIJA”

Obtencion de las muestras

Al, A2 vy NoA.

Muestreo ¢f15 dias.

Extraccion del ADN

total directamente de

las muestras.

Amplificacion region
V3 del 165 ADNFr,
cebadores universales.

Optimizacion del

oradiente desnaturalizante
DG G E-perpendicular.
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Identiflicacion de la
poblacion: Por
comparacion con patrones de
migracion de cepas aisladas,
Secuenciacion del amplicon
separado por DGGE yio
Clonacidn.

Analisis Global:
diversidad, dinamica,
dominancia relativa.

Obtencion de la
huella génica
DGGE-paralelo.
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VII. MATERIALES Y METODOS.

1. Descripcion de las muestras.

En el estudio se analizaron tres muestras de queso Cotija: dos auténticas (Al y A2)
y una No auténtica (NoA), clasificadas de acuerdo a la descripcidon que sefala el manual
“Reglas de uso de la Marca Colectiva Region de Origen” (Barajas et al., 2005):

1) La muestra No Auténtica (NoA) fue elaborada en el Mpo. Cotija, Michoacan, al
momento de su compra el queso tenia 20 dias de haber sido elaborado.

2) La muestra Auténtica 1 (Al) se elaboré en la rancheria “La Tinaja”, Michoacén, al
momento de su compra el queso tenia 16 dias de haber sido elaborado.

3) La muestra Auténtica 2 (A2) se elabord en el Mpio. Sta. Ma. del Oro, Jalisco, al
momento de su compra el queso tenia 13 dias de haber sido elaborado.

4) La muestra cuajada procede de la rancheria “La Tinaja”, Michoacan.

5) La muestra chiapas se compré como producto terminado en el mercado de

Las muestras fueron transportadas a la Cd. de México en el interior de una hielera,
Al, A2 y NoA permanecieron durante los 7 meses que duro el estudio en un cuarto de
maduracion a una temperatura entre los 17 - 19°C. El muestreo de Al, A2 y NoA se hizo
aproximadamente cada 15 dias (Tabla VI) durante 7 meses con el fin de monitorear la
dindmica de la poblacidn bacteriana. Las muestras, al igual que la Cuajada y Chiapas se
mantuvieron a —20°C hasta el momento de la extraccion del ADN. Se considera como t0 a

la muestra tomada el dia de su arribo al laboratorio.

Tabla VI. Registro de la edad de maduracién de las muestras analizadas.

Dias de haber sido elaborado.
Muestras t0 t1 t2 t3 t4 t5 t6 t7 t8
NoA 22 40 60 80 103 141 173 214 242
Al 18 36 56 76 99 137 169 210 238
A2 15 33 53 73 96 134 166 207 235
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2. Método de extraccion del ADN.

Debido a que la microbiota que coloniza un alimento se encuentra protegida por los
componentes del mismo (proteinas y polisacaridos principalmente), la extraccion del
material genético debe contemplar etapas adicionales a la metodologia general, la que
involucra una lisis celular, remocién de contaminantes (membranas, pared celular,
proteinas, ARN) y la recuperacion del ADN.

Entre las etapas adicionales se recomienda la concentracion de los
microorganismos lo que involucra la remocién del alimento ya sea por tratamientos
mecanicos como el uso de morteros, perlas de vidrio, del stomacher, etc, por métodos
fisicos como la centrifugacion o meétodos enziméticos que involucra la actividad de

proteasas, celulasas, pectinasas, entre otras.

Etapa |l. Concentracion de biomasa.

En una bolsa para stomacher se pesaron 15 g de cada una de las muestras, sobre
las cuales se adicionaron 40 mL de una solucién de citrato de sodio al 2% (pH 8) y 0.5 mL
de una solucion de proteasas (neutrasa, Novo Nordisk), la mezcla se incubé a 45°C
durante 1hr, transcurrido el tiempo, la mezcla fue homogeneizada en un Stomacher 400
(SEWARD) durante 5 min. a max. velocidad. La suspension resultante se vertio a un vaso
de precipitados de 100 mL estéril y se dividié el volumen en tubos de centrifuga para el
rotor JA-20, 20.000 RPM BECKMAN estériles (aproximadamente 20 mL) y se procedio a
centrifugar a 3500 rpm durante 10 min. Con el fin de eliminar las particulas de mayor
tamafno, se retir0 cuidadosamente la capa superior de grasa con un hisopo y el
sobrenadante se coloc6 en otros tubos de centrifuga asegurandose de no tocar el
sedimento en el fondo del tubo. La segunda centrifugacion se llevé a cabo a una velocidad
de 12000 rpm durante 10 min. se retir6 el sobrenadante cuidando la integridad del pellet

celular.
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Etapa Il. Extraccion del material genético total.

El procedimiento que a continuacion se describe resultd ser el mejor de tres
protocolos que se probaron, cuya diferencia radica principalmente en la forma de lisar la

célula y la remocién de los contaminantes (Ver ANEXO ).

Protocolo Quiagen-modificado.
LISIS CELULAR.

1) Resuspender cada uno de los pellets celulares en 150 uL de buffer TE y
transvasarlos a un microtubo de 1.5 mL.

2) Adicionar 20 uL de lisozima (20 pug/mL) y 10 uL de mutanolisina (2.5 U/ uL),
agitar en vortex a velocidad maxima.

3) Incubar a 37°C por 1 hr o hasta visualizar viscosidad.

4) Adicionar 10 uL de proteinasa K (20 pg/mL) y 20 uL de RNAsa (10 ug/mL), agitar
en vortex a velocidad maxima.

5) Incubar a una temperatura de 65°C por 1hr. a 900 rpm en termomixer.

REMOCION DE CONTAMINANTES.

6) Adicionar 50 uL de SDS al 10% e incubar a 65 °C por 10 min, sin agitacion.

7) Terminado el tiempo de incubacién, se adicionan 200 uL de etanol al 96% (v/v) a
t?amperatura ambiente, la mezcla se agita y se vierte todo el volumen a la
columna -membrana del kit Stool QIAGEN (No. Cat. 51504).

8) Centrifugar 1 min a 14,000 rpm.

9) Adicionar 500 uL de buffer AW1, seguido de la centrifugacion por 1 min. a 14,000
rpm. cambiar tubo colector.

10) Adicionar 500 uL de buffer AW2, seguido de la centrifugacion por 3 min. a
14,000 rpm. cambiar tubo colector.

RECUPERACION DEL ADN.

11) Transferir la columna a un microtubo de 1.5 mL, adicionar 200 uL de buffer AE e
incubar a 65 °C por 10 min.

12) Centrifugar por 1 min. a 14,000 rpm.

13) Almacenar el ADN eluido a 4°C.
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El ADN total obtenido se visualiz6 en un gel de agarosa al 1.5% (p/v) que contenia
1 pg/mL de bromuro de etidio (BrEt). Las condiciones de electroforesis fueron 85 V por
30 min. Se procedi6é a determinar la pureza y cantidad del ADN total por el método
espectrofotométrico 260/280 nm, asi como el espectro de absorcion de la muestra en un
barrido de 300 — 200 nm.

Para determinar la cantidad de ADN se utilizo la siguiente férmula:

ug ADN/mL = (DOgeonm) (Factor de conversion) (dilucion)
Factor de conversion:
e 1 unidad Azsonm de ADN de doble cadena = 50 ug/mL

3. Amplificacién de la region V3 del ADNr 16S.

La identificacion de las bacterias que integran la microbiota colonizadora en las
muestras Al, A2, NoA, Cuajada y Chiapas se hizo mediante la comparacion de la
secuencia de la regién V3 del gene ADNr 16S, por lo que fue necesario amplificar dicha
region, utilizando los cebadores universales para bacterias Agc338F y B518R, Tabla VII
(Ampe et al., 1999). La reaccion de PCR se llevé a cabo en el termociclador Perkin Elmer
2400, las condiciones (Muyzer, 1999) y mezcla de reaccién se muestran en las Tablas VIII

y IX, respectivamente.
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Tabla VII. Cebadores universales para PCR utilizados en este estudio.

ASAP ID ABE-0000677 Version m56
Nombre rrsH Tipo rRNA
Genoma Escherichia coli K-12 Strain MG1655 Tamafo 1542 pb

aaattgaagagtttgatcatggctcagattgaacgctggcggcaggcctaacacatgcaagtcgaacggtaacaggaagaagcttgcttetttg
ctgacgagtggcggacgggtgagtaatgtctgggaaactgcctgatggagggggataactactggaaacggtagctaataccgcataacge
gcaagaccaaagagggggaccttcgggcctcttgccatcggatgtgcccagatgggattagctagtaggtggggtaacggetcacctagge

gacgatccctagctggtctgagaggatgaccagccacactggaactgagacacggtccag t
ggggaatattgcacaatgggcgcaagcectgatgcagcecatgeecgegtgtatgaagaaggcecttcgggttgtaaagtactttcagcggggagg
aagggagtaaagttaatacctttgctcattgacgttacccgcagaagaagcaccggctaactccgtg a

cggagggtgcaagcgttaatcggaattactgggcgtaaagcgcacgcaggcggtttgttaagtcagatgtgaaatccccgggctcaacctgg
gaactgcatctgatactggcaagcttgagtctcgtagaggggggtagaattccaggtgtagcggtgaaatgcgtagagatctggaggaatacc
ggtggcgaaggcggccccctggacgaagactgacgctcaggtgcgaaagegtggggagcaaacaggattagataccctggtagtccacg
ccgtaaacgatgtcgacttggaggttgtgcccttgaggegtggettccggagcetaacgegttaagtcgaccgectggggagtacggecgcaag
gttaaaactcaaatgaattgacgggggcccgcacaagcggtggagcatgtggtttaattcgatgcaacgcgaagaaccttacctggtcttgac
atccacagaactttccagagatggattggtgccttcgggaactgtgagacaggtgcetgcatggctgtcgtcagetegtgttgtgaaatgttgggtta
agtcccgcaacgagcgcaacccttatcttttgttgccagcggtccggecgggaactcaaaggagactgcecagtgataaactggaggaaggtg
gggatgacgtcaagtcatcatggcccttacgaccagggctacacacgtgctacaatggcgcatacaaagagaagcgacctcgcgagagea
agcggacctcataaagtgcgtcgtagtccggattggagtctgcaactcgactccatgaagtcggaatcgctagtaatcgtggatcagaatgcec
acggtgaatacgttcccgggccttgtacacaccgceccgtcacaccatgggagtgggtigcaaaagaagtaggtagcttaaccttcgggaggg
cgcttaccactttgtgattcatgactggggtgaagtcgtaacaaggtaaccgtaggggaacctgcggttggatcacctcctta

Cebadores Secuencia 5'-3’ Posicién en gene Orientacion
338F 357-338 Hacia adelante
* Agc338F |C GCC CGC CGC GCG CGG CGG GCG 357-338 Hacia adelante

GGG CGG GGG CAC GGG GGG

B518R | ATIACC GCG GCT GCT GG 534-518 Reversa

* La grapa GC fue fusionada al extremo 5’ del cebador.
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Tabla VIII. Condiciones de la PCR.
No. de ciclos | Temperatura (°C) | Tiempo (min.) Etapa
1 94 5 Desnaturalizacion inicial
20 94 1 Desnaturalizacion
65 1 Alineacion
72 3 Extension
10 94 1 Desnaturalizacion
55 1 Alineacion
72 3 Extension
1 72 10 Extension final

Tabla IX. Componentes y concentraciones de la mezcla de reaccién.

Componente Concentracion Concentracion Volumen (uL)
inicial final
Amortiguador PCR 10X 1X 10
MgCl, 50mM 2.5mM 5
dNTPs 2.5mM 0.2 mM 8
Cebador Agc338F 10 uM 0.4 mM 4
Cebador 518R 10 uM 0.4 mM 4
Templado X ng/reaccion 200 ng/reaccion X uL
Tag polimerasa 5 Ul/reaccién 2 Ul /reaccién 0.8
Agua destilada | -mmmmmemememememmemmemeeees | e cbp 100 pL

Los amplicones se visualizaron en un gel de agarosa al 2% (p/v) que contenia

1 ug/mL de BrEt como revelador, la electroforesis se llevé a cabo a 100 V por 30 min. Se

utiliz6 como marcador el O’ Range Ruler 50pb DNA Ladder, Fermentas. La visualizacion

se hizo en el transiluminador UV (ColePalmer). Se determiné la cantidad de la mezcla de

amplicones conforme a la férmula descrita en el apartado 2 de esta seccion.
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4. DGGE - perpendicular.

El gel con gradiente desnaturalizante perpendicular al campo eléctrico se realiz6
con el fin de establecer el intervalo desnaturalizante 6ptimo (representado por una “S”)
para separar la mezcla de los amplicones que corresponden a la poblacién bacteriana de
las muestras Al, A2 y NOA.

Siguiendo el procedimiento descrito primeramente por Muyzer y colaboradores,
(1993), se depositaron a lo largo del unico pozo de un gel de poliacrilamida al 8% (p/v) con
un intervalo desnaturalizante de 20% - 70% (p/v), 3 ug de la mezcla de los amplicones, de
cada una de las 29 muestras. El gradiente desnaturalizante empleado se obtuvo mediante
una mezcla de urea 7M y formamida al 40% (v/v). La electroforesis se realizd en el equipo
DCode™ Universal Mutation de BIORAD, a 120 V durante 2 hrs. a 60 °C, en buffer
TAE 1X. Posteriormente el gel se revel6 con una solucion de BrEt 50 pg/uL durante
15-20 min, transcurrido el tiempo se destifid en amortiguador TAE 1X durante 10 min., se
observo a través del equipo Fluor-S y se obtuvo la imagen usando el sofware Quantity
One version 4 para Windows, ambos (BIORAD). El equipo y preparacion de las soluciones

empleadas se describe en el ANEXO Il

5. DGGE-paralelo.

Siguiendo el procedimiento descrito primeramente por Muyzer y colaboradores,
(1993), se carg6 3 ug del amplicon de cada una de las 29 muestras individualmente en los
pozos del gel de poliacrilamida al 8% con el gradiente desnaturalizante 6ptimo calculado
mediante el DGGE-perpendicular. La electroforesis se realiz6 en el equipo DCode™
Universal Mutation de BIORAD, a 85 V durante 17 hrs. a 60 °C, en buffer TAE 1X.
Posteriormente los geles fueron tefiidos con el kit Plus One DNA silver staining, Pharmacia
Biotech, digitalizados con el sofware QUANTITY ONE y analizados con el sofware
Diversity Data Base, ambos marca BIORAD. Después de la digitalizacion se procedié a
cortar las bandas del gel y almacenarlas como se describe a continuacién. El equipo y
qreparacién de las soluciones empleadas se describe en el ANEXO II.
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6. Tratamiento de las bandas escindidas del gel para secuenciacion.

Para recuperar el amplicon contenido en cada banda del gel, se sigui6 el
procedimiento experimental sugerido por Gafan & Spratt, (2005) y Ausubel y
colaboradores, (2005), que consiste en cortar individualmente con un bisturi estéril las
bandas de interés, posteriormente cada una de las bandas se coloca en un microtubo de
2 mL limpio y se agregan 50 uL de agua desionizada filtrada estéril, pH 8, se incuba a
37°C por 1 hora y se almacena a 4°C por 24 hrs, minimo. Posteriormente el amplicén
recuperado se concentra hasta obtener una concentracion aproximada de 10 ng/uL y se
reamplifica utilizando los cebadores 338F (sin grapa) y B518R siguiendo las condiciones
y mezcla de reaccion, descritas en las Tablas VIl y IX. Como ultimo paso los amplicones
reamplificados fueron purificados utilizando el kit PCR CLEAN-UP, QIAGEN siguiendo las
instrucciones del proveedor y concentrados de manera que al cargar 2 uL en un gel de
agarosa puedan ser visualizados como bandas intensas. La secuenciacion se realizé en
el equipo de electroforesis capilar, ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer de Applied
Biosystems, en el Instituto de Fisiologia Celular, UNAM, empleando el cebador B518R.

Las secuencias resultantes se compararon con las reportadas en la base de datos
Nacional Center for Biotechnology Information (http://ncbi.nih.gov/), utilizando los servicios
del MegaBLAST para buscar los “parientes mas cercanos”, y de esta manera clasificarlas
dentro de un género.

En el caso de obtener secuencias indeterminadas debido a la presencia de dos o
mas amplicones en una banda definida en el gel. Se procedio a emplear estrategias que
permitieran la identificacion de la banda en cuestion, ya sea por secuenciacion de uno de

los amplicones separados por clonacién o por comparacion con patrones de migracion.
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7. Clonacion, como metodo alternativo de separacion.

En las bandas donde se tenia evidencia de secuenciacion indeterminada por
contener mas de un amplicon de ARNr 16S proveniente de un sélo microorganismo. Se
procedio a separar dichos fragmentos por clonacion.

Se empleo el kit TOPO TA Cloning for Sequencing, INVITROGEN, el cual se apoya
en la actividad transferasa terminal de la Tag polimerasa que adiciona un residuo de
deoxiadenosina (A) en el extremo 3’ terminal, con lo que genera un extremo cohesivo sin
la necesidad de conocer la secuencia del inserto a clonar. El vector linearizado que
proporciona el kit lleva en los extremos 3’ terminal un residuo deoxitimidina (T), lo que
hace posible la hibridacién entre el inserto y el vector (Figura 11). La ligacién es realizada

por la Topoisomerasa | de Vaccinia virus.

Topoisomerase

CCCTT EAAGGG
GOGRA i PCR Product TTCCC

HO |

-

Topoisomerase

Figura 11. Esquema que ejemplifica la ligacion entre el inserto y el vector (Manual de uso).
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El kit contiene: 6 mL de medio S.O.C., 50 uL de solucion salina, 1 mL de agua
grado biologia molecular, 20 uL (329 pmoles) del cebador T3, 11 viales con 10E9 ufc/mL
de células de E. coli TOP10 quimicamente competentes, 15 uL del vector pCR4-TOPO
(10 ng/uL del plasmido). Material adicional: placas y caldo LB con 50 ug/mL de
kanamicina.

El vector (Figura 12) contiene dos genes de seleccion, que permiten identificar las
clonas que aceptaron el plasmido al expresar el rasgo de resistencia a kanamicina o
ampicilina, por lo que son capaces de crecer en medios que contienen el o los antibioticos.
Un gene reportero, constituido por el gene letal ccdB fusionado al C-terminal del fragmento
LacZa, que permite identificar las clonas que aceptaron el plasmido con el inserto de
interés, esto es, durante la ligacion el inserto interrumpe la expresion del LacZa—ccdB, lo

gue permite que crezcan unicamente las recombinantes positivas.

LseZn relialan codon
K13 Sgvorse Drmeyg sl | .

e § S | i L AR
Er '-'l._' ﬂ_,ﬁ'""'ﬁ._ = ﬁ.au.,l ToA TR BRLCLL: 3 H-”"""."':

T3 prreng iS58

F
201 CACACAGEAA ACALLT,

CISTETOETT TEI CATACT GGT STRCTRATS _L'_I”T.T_ a7 OTTAATTGGE AGTGATIT
1 g !
~ .ﬁm* Bet | Pewl FeoR! E:IL.F'I F...
i | i gy o Lt CALTTOROOT
261 GACTAGTCCT GCAGGTTIM ACGAATTCOGC CCT mT Hi GRS
CTGATCAGGR CGICCARATI TGOTTARGCE G | E CTTARGL
T premn] 58 W13 Fomwasl | e ) primicy site 1 ]
T CCC T AG rhA TTCACTGOCC GICETTITAL
'I"".".FLT'_ ."'...-.L TATAGTGR GIATTAL LA -
311 |.:J- . ‘::-' mE : th-::_p:_ ATATL F‘.“" l"_j'.T.I-L.I" T AN GACUEL CRECAARARTG ]
1£-.__; - i . Lrnd 4808

icnﬂ-mpn'-
3956 bp

Figura 12. Secuencia y componentes del vector pCR4-TOPO (Manual de uso).
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Después de conocer el fundamento, criterio de selecciéon y contenido del kit

empleado. A continuacion se describe el protocolo de clonacién (Figura 13):

AMPLIFICACION DEL INSERTO A CLONAR.

Se reamplifico el contenido escindido de las bandas del gel con el fin de generar los

extremos cohesivos 3’ terminal, por lo que se adiciono a la mezcla de reaccion un exceso
de dNTPs 0.5 mM y se incremento el tiempo de extension final a 20 min. Con lo que
respecta a las condiciones y mezcla de reaccién a excepcion de los cambios mencionados
se mantuvierdn tal y como se describe en el apartado 3 de esta seccion. Se emplearon los
cebadores 338F (sin grapa) y B518R.

Obtener el amplicon con
¢l extremo 3° adenilado

Obtener la construccion
amplicon-vector pCR4-TOPO

Transformar células de E. coli
quimicamente competentes, por

chogque térmico

Seleccion de las colonias
iransformadas

Alislamiento del plasmido

Secuenciacion

Figura 13. Descripcién del protocolo de clonacion.

Posgrado en Ciencias Bioquimicas, UNAM 43



MATERIALES Y METODOS

OBTENCION DE LA CONSTRUCCION amplicén-vector.

1) Adicionar los reactivos en un microtubo de 1.5 mL, en el orden en el que se

muestra en la Tabla X:

Tabla X. Mezcla de reaccion construccion del plasmado.
Reactivos Control negativo Muestras

Amplicon recién sintetizado | = ------ 1uL

Agua 4 uL 3uL

Solucion salina 1ul 1L

pCR4-TOPO 1 uL 1puL

Vol. Final 6 uL 6 uL

2) Mezclar la reaccién e incubar por 30 min a temperatura ambiente.
3) Colocar el microtubo que contiene la reaccion en hielo.
TRANSFORMACION.

4) Adicionar 3 uL de la construccion en un vial de células competentes.

5) Mezclar cuidadosamente.

6) Incubar en hielo por 5 min. e inmediatamente incubar a 42°C por 30 segundos.

7) Transferir el vial a una cuba con hielo y adicionar 250 uL de medio S.O.C.

8) Incubar a 37°C, 200 rpm por 1 hr.

9) Centrifugar a 6,000 rpm a 4°C por 10 min. y retirar el volumen necesario para
resuspender el pellet celular en 100 uL del sobrenadante.

10) Esparcir 50 uL de la suspension célular en dos placas de medio LB con
50 pug/mL kanamicina.

11) Incubar toda la noche a 37°C, se espera 100 colonias como minimo.

SELECCION.

12) Subcultivar de 2 a 6 colonias positivas en caldo LB con 50 pg/mL de kanamicina,
a 37°C y 180rpm durante 8 hrs.
13) Mezclar 900 uL del cultivo con 100 uL de glicerol al 80%, invertir varias veces y

guardar a -70°C.

Posgrado en Ciencias Bioquimicas, UNAM 44



MATERIALES Y METODOS

AISLAMIENTO DEL PLASMIDO.
13) Se utilizé el kit Miniprep, QIAGEN, siguiendo las instrucciones del proveedor.
SECUENCIACION.

14) El vector se linearizo utilizando la enzima de restriccion Pstl, condiciones de la
reaccion de digestion: 5 U/reaccion, 37°C por 2 hrs. Inactivacion: 80°C por 20 min.

15) El cebador empleado para secuenciar fue el T3 (5-ATTAACCCTCACTAAAGGGA-3).
8. Patrones de migracion.

Para emplear esta estrategia como método de identificacion, primeramente, se
realizé la activacion de 24 de los aislados conservados en perlas de vidrio horadadas por
la Q.A. Amanda Bravo y la pas. de Q.A Linda Cortés.

De estos aislados 18 se obtuvieron a partir de la muestra A1 con 76 dias de
maduracion (t3) y 6 aisladas a partir de la muestra A2 con 73 dias de maduracion (t3),
ambas a partir de la dilucion 10E-3. Se eligieron estos tiempos de maduraciéon por que la
cuenta de coliformes era practicamente cero, lo que aumentaba la probabilidad de que las
bacterias detectadas fueran parte de la microbiota colonizadora deseable (Figura 5). La
identidad de estos aislados era indeterminada, sin embargo se esperaba que de acuerdo
al medio selectivo en el que fuerdn aislados pertenecieran a los géneros Enterococcus,

Leuconostoc, Lactococcus y S. thermophilus (Tabla XI).

Tabla XI. Informacion de los aislados obtenidos a partir de la muestra Al

Medio Selectivo para: Condiciones No. de aislados
KAA Enterococcus 37°C 24 hrs. 1,2,3,4,5,6,7,89y 10
MRS +V Leuconostoc 30°C 3 dias 8
LM17 22°C Lactococcus 22°C 3 dias ly4
LM17 37°C S. thermophilus 37°C 2 dias 1,3,5b,9y 10
Informacion de los aislados obtenidos a partir de la muestra A2
KAA Enterococcus 37°C 24 hrs. 2,3456y9
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La activacion se hizo inoculando una perla de vidrio horadada en 5 mL de caldo
APT en un tubo falcon de 15 mL, las condiciones de incubacion fueron 37°C por 48 hrs a
250 rpm. A las 8 hrs. de incubacion se realizé el frotis y la tincion de Gram para confirmar
pureza. Transcurrido el tiempo de incubacién, se retiré la chaquira con un asa estéril y se
centrifugé a 3600 rpm durante 15 min. El pellet resultante, se lavd (resuspendido en
500 uL de buffer PBS y centrifugado a 3600 rpm durante 15 min) dos veces. Terminado el
lavado, el pellet se resuspendio en 150 uL de buffer PBS y la suspension resultante se
transvasd a un microtubo de 1.5 mL, y se siguio el protocolo de extraccion del material
genético, que se describe a continuacion:

1) Adicionar lisozima en polvo (la punta de una espétula), agitar vigorosamente e
incubar a 37°C por 30 min. a 800 rpm, terminado el tiempo se agrega 20 uL de RNAsa
(20 pg/mL), y se contintia con la incubacion por 30 min. mas.

2) Agregar 10 puL de proteinasa K (20 pg/mL), agitar e incubar en hielo por 5 min.

3) Adicionar 10 uL de SDS al 10% e incubar por 40 min a 37°C y 800 rpm.

4) Adicionar 200 uL de NaCl 5M (la adicion de SDS y NaCl, es para desestabilizar
los agregados proteicos y conferir carga, respectivamente, lo cual hace eficiente la
remocioén de proteinas durante la extraccién con fenol-cloroformo.

5) Adicionar 800 uL de la solucion fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), en
la campana.

6) Agitar en el vortex vigorosamente por aproximadamente 15 min, de esto depende
la remocion de las proteinas.

7) Centrifugar a 14,000 rpm durante 5 min. Recuperar la fase acuosa sin tocar la
interfase y transferirla a un microtubo de 2 mL limpio.

8) Repetir la extraccion (pasos 5-7) hasta que la interfase (proteinas) sea nula.

9) Transferir la fase acuosa a un microtubo de 2 mL limpio.

10) Adicionar 2 volimenes de etanol al 100% (v/v) a —20°C e incubar a la misma
temperatura por 1 hr, ya que de esta manera se favorece la precipitacion del ADN.

11) Centrifugar a 13,000 rpm durante 20 min., lavar el precipitado con 1 mL de
etanol al 75% (v/v) dos veces, dejar que el etanol remanente se evapore a T amb.

12) Resuspender el pellet en 100 uL de buffer TE, pH 8.

13) Almacenar a 4°C.
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En este procedimiento la lisis celular se hizo enzimaticamente por accion de la
lisozima, la remocion de contaminantes fue por la accion de la proteinasa K, la RNAsa y la
extraccion con fenol-cloroformo, la cual permite separar a las proteinas del ADN, la
recuperacion del ADN se hizo por precipitacion.

Se cargaron 8 uL del ADN total en un gel de agarosa al 1.5% (p/v), que contenia
1 pg/mL de Brkt, se corri6 por 45 min. a 100 V. La visualizacion se hizo en el
transiluminador UV (ColePalmer). Ademas se determind la pureza y cantidad del ADN total
por el método espectrofotométrico 260/280, asi como el espectro de absorcién de la
muestra en un barrido de 300-200 nm.

Una vez que se comprobd la integridad y pureza del ADN total, de cada uno de los
24 aislados, se llevo a cabo la amplificacion de la region V3 del gene ADNr 16S
utilizando los cebadores Agc338F y B518R, condiciones y mezcla de reaccion, descritas
en las Tablas VIl y IX.

Para conocer la posicion que ocupa el amplicén de cada uno de los aislados, y que
de esta forma sirvan como patrones de migracion, se cargaron 3 pug en un DGGE-paralelo
30-70% desnaturalizante.

Después de analizar y agrupar las bandas que tenian la misma posicion en el gel
desnaturalizante, se procedié a cortar las bandas de interés directamente del gel y se
continud con el tratamiento descrito en el apartado 6 de esta seccion. Cumpliendo con ello
el objetivo de esta estrategia, clasificar a los aislados dentro de un género y determinar su

posicion de migracion en el gel desnaturalizante.
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VIII. RESULTADOS Y DISCUSION.

RETO 1: Obtener ADN de la microbiota colonizadora directamente del alimento,
para la amplificacion de la region V3 del gene ADNr 16S.

La calidad del material genético extraido de la microbiota colonizadora a partir de
las muestras A1, A2 y NoA, se determiné mediante el indice de pureza (260/280nm),
cuyo valor comunmente obtenido para el ADN proveniente directamente de matrices
complejas es de >1.2, caracteristica que se observd en la mayoria de las muestras. El
indice de pureza obtenido para los amplicones en la mayoria de los casos tiene un valor
cercano a 2, lo que indica una presencia minima de proteinas en relacion a la cantidad
amplificada de ADN, por lo que su pureza es mayor (Tabla XIlI).

Para corroborar la calidad del ADN extraido se realiz6 para cada una de las
muestras un barrido de 300-200nm, en el espectro de absorcidn resultante se observan
lineas definidas sin ruido, con un maximo a 260nm (longitud de absorcidén de los acidos
nucleicos). En la Figura 14 se muestran algunos ejemplos.

La visualizacién del ADN total es otra manera de comprobar |la buena calidad del
material extraido, esto es observando una banda intensa y bien definida sin el barrido
caracteristico que indica degradacion, pero debido a la baja concentracion del ADN
extraido, no se logré visualizar mediante la tincién con BrEt cuyo limite de deteccion es de
1 ng de ADN, se recomienda utilizar una tincion mas sensible como el SYBR Green | que
detecta hasta 60 pg de ADN (Sigma-Aldrich).
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Tabla XII. Determinacién concentracion y pureza del ADN total extraido de las muestras de
queso y los amplicones.

Descripcion y localizacion de las muestras ADN ro7aL Amplicon
No. carril | Tiempo de Muestra | Simbolo | 260/280nm | ug ADN/mL | 260/280nm | ug ADN/mL
maduracién
(dias)
1 15 A2 to 1.180 221 1.437 306.8
2 22 NoA to 1.215 33.1 1.740 429.2
3 18 A1 to 1.222 51.6 1.581 464.9
4 33 A2 t4 1.148 65.5 1.725 486.7
5 40 NoA t4 1.227 441 1.745 482.4
6 36 A1 t 1.225 55.8 1.699 494 1
7 53 A2 12 1.012 19.3 2.080 453.3
8 60 NoA t, 1.344 18.6 1.773 489.5
9 56 A1 t, 1.069 15.8 1.693 447 4
10 73 A2 ts 0.916 321 1.8 1139
11 80 NoA ts 1.20 14.3 1.8 1208
12 76 A1 ts 1.25 42.5 1.8 1095
13 96 A2 ts 0.858 82.8 1.7 1176
14 103 NoA ts 1.10 40.7 1.8 1127
15 99 A1 ts 0.77 32.3 1.9 1140
16 134 A2 ts 1.09 12.3 1.8 1066
17 141 NoA ts 1.01 10.6 1.8 1179
18 137 A1 ts 1.54 12.9 1.8 977
19 166 A2 te 1.01 26.3 1.8 1302
20 173 NoA te 1.20 11.5 1.8 989
21 169 A1 te 1.18 6.8 1.8 1215
22 207 A2 t; 0.985 39.6 1.7 1030
23 214 NoA t; 1.25 46.6 1.9 1215
24 210 A1 t; 1.35 63.0 2 1148
25 235 A2 ts 1.4 25.6 1.8 1130
26 242 NoA ts 1.4 11.6 1.9 1299
27 238 A1 ts 1.4 40.8 1.7 1004
28 | - cuajada aq - 0.844 48.1 1.9 994
29 | - chiapas --- 1.22 60.2 1.8 1214
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Figura 14. Espectro de absorcion para A2;t; (azul), NoA;t; (naranja), Al;t; (verde), A2;ts
(rosa), NoA;ts (verde), Al;ts (café) y el control timo de ternero (negro), en un barrido de
300 - 200 nm.

En cuanto a los amplicones, el tamafno esperado de 253pb fue el observado
(Figura 15-16), la cuantificacion (Tabla Xll) es necesaria, por que permite cargar
concentraciones iguales en el DGGE-perpendicular y paralelo, lo que asegura que la
mayor o menor intensidad de las bandas obtenidas no sea debida a variantes de la
concentracion de carga en el gel. Por otra parte, el que se pudiera llevar a cabo la
amplificacion es otro indicativo de la calidad y pureza del material genético extraido, ya
gue como se sabe en los alimentos existen una gran variedad de inhibidores de la PCR
como compuestos fendlicos, glucdgeno, proteinas, grasas, Ca?*, entre otros, siendo estos

3 ultimos los que pudieran interferir en las muestras de este estudio (Wilson, 1997).
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Figura 15-16. Amplicones de las muestras cuajada (1), Al (2-10), A2 (11-19), NoA (20-28) de
tiempos de maduraciéon 0 - 8 y chiapas (29). Gel de agarosa al 2% (p/v) con 1 pg/mL de BrEt, Vol.
carga: 8 uL de una reaccién de 200ng molde. Marcador O" Range Ruler 50pb DNA Ladder.
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RETO 2: Determinar el gradiente desnaturalizante éptimo para separar los
amplicones.

A partir del DGGE-perpendicular (Figura 17) se calculé el gradiente
desnaturalizante a emplear en la siguiente etapa de separacion de la mezcla de
amplicones mediante el DGGE-paralelo. El célculo se hizo trazando sobre el gel una
escala cuyo limite inferior y superior corresponden a 20 y 70% desnaturalizante,
respectivamente, después situandonos en la escala se trazdé una linea paralela a los
puntos donde inicia (25%) y donde termina (60%) la sigmoide o zona de desnaturalizacion,
para la regién V3 del gene ADNr 16S de las comunidades bacterianas en estudio.

De esta manera el intervalo desnaturalizante éptimo fue de 25%-60%, sin embargo
después de realizar y ver los resultados de un DGGE paralelo preliminar (Figura 18), la
presencia de la bandas gruesas al final de los carriles y la ausencia de bandas al inicio del
gel, fueron detalles que sugerian un intervalo desnaturalizante inadecuado, por lo que se
probo un intervalo de 30%-70% (Figura 19), lo que permitié visualizar un mayor numero de
bandas y mejorar la resolucion, lo que evidencia la importancia de optimizar el gradiente
desnaturalizante, ya que de éste depende la claridad y resolucion de los patrones de

bandas.

/
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Figura 17. DGGE-perpendicular. Gel de poliacrilamida al 8% con gradiente desnaturalizante
20%-70%. Tefiido con solucion BrEt (50 ug/uL). Vol. carga: una mezcla de 180 pL.
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Figura 18. Separacion de los amplicones en un DGGE-paralelo de las muestras A2, NoA y
Al en los tiempos de maduracién to, t1y to, carril 1,4y 7, 2,5y 8; 3, 6 y 9, respectivamente. Gel de
poliacrilamida al 8% con gradiente desnaturalizante 25%-60%. Tefiido con plata. En todos los
carriles se adicionaron 300 ng de ADN.

Figura 19. Separacion de los amplicones en un DGGE-paralelo de las muestras A2, NoA y
Al en los tiempos de maduracion to, t1y to, carril 1,4y 7; 2,5y 8; 3, 6 y 9, respectivamente. El carril
10 corresponde a una muestra de otro estudio. Gel de poliacrilamida al 8% con gradiente
desnaturalizante 30%-70%. %. Tefiido con plata. En todos los carriles se adicionaron 300ng de ADN.

Posgrado en Ciencias Bioquimicas, UNAM 53



RESULTADOS Y DISCUSION

El PCR-DGGE es una técnica altamente reproducible (Ferrari & Hollibaugh, 1999,
Murray et al., 1996, Muyzer, 1999, Ovreas et al., 1997, Riemann et al., 1999) hecho que se
observo (Figura 20) al comparar los patrones de migracion en el DGGE-paralelo de los
amplicones obtenidos apartir de dos reacciones de amplificacién independientes utilizando

como ADN patron el proveniente de una extraccion comun.

Alt, A1t A2, A2, NoAt,

1

12 34

Figura 20. Reproducibilidad del patrén de migracién de los amplicones en un DGGE-
paralelo. Los carriles enlazados corresponden a los amplicones obtenidos de las muestras Al to y t1,
A2 t2 y ts, NOA ts, en reacciones de amplificacion independientes. Gel de poliacrilamida al 8% con
gradiente desnaturalizante 30%-70%. Tefiido con plata. En cada carril se adicion6 300 ng de ADN.

Posgrado en Ciencias Bioquimicas, UNAM 54



RESULTADOS Y DISCUSION

RETO 3: Obtener la huella génica para Al, A2, NoA, cuajada y chiapas.

En la huella génica (Figuras 21, 22 y 23) de las muestras A1, A2 y NoA, cada
columna corresponde a un tiempo de maduracion y microambiente especifico diferente;
por ejemplo; Bravo, (2008) en su trabajo determiné para la muestra A1 a los 20 dias de
maduracioén un pH de 5.83 que 18 dias después disminuyd a 5.41. (Ver los resultados en
la Figura 5).

En éstas se observan, como resultado de la separacion de los amplicones
obtenidos en A1, A2 y NoA, 25, 21 y 15 bandas, respectivamente, las que representan a
los individuos de la comunidad bacteriana del queso Cotija que pudieron ser lisados y cuyo
material genético logroé ser amplificado en cantidades superiores al limite de deteccion del
DGGE. Cabe senalar que la cantidad puede ser influenciada por la amplificacion
preferencial, descrita en el apartado 7 de la INTRODUCCION.

Figura 21. Separacién de los amplicones en un DGGE-paralelo de la muestra Al del ts al to
de maduracién (carril 1-9) y la cuajada (carril 10). Gel de poliacrilamida al 8% con gradiente
desnaturalizante 30%-70%. Tefiido con plata. En todos los carriles se adicionaron 300 ng de ADN.
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nar to b, it &
11232 g4 8586 R7

Figura 22. Separacién de los amplicones en un DGGE-paralelo de la muestra A2, del ts al to
de maduracion (carril 2-10) y una muestra procedente de chiapas (carril 1). Gel de poliacrilamida al
8% con gradiente desnaturalizante 30%-70%. Tefiido con plata. En todos los carriles adicionaron
300 ng de ADN.

Figura 23. Separacion de los amplicones en un DGGE paralelo de la muestra NoA, del to al ts
de maduracion (carril 1-9). Gel de poliacrilamida al 8% con gradiente desnaturalizante 30%-70%.
Tefiido con plata. En todos los carriles se adicionaron 300 ng de ADN.
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Las huellas génicas de cada muestra, fueron digitalizadas para su analisis y

corresponden a las Figuras 24, 25 y 26.
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Figura 24. Digitalizaciéon de la huella génica muestra Al, consta de 10 columnas que
corresponden de izquierda a derecha a la cuajada (antes de salar), to 18 dias, t1 36 dias, t2 56 dias, t3
76 dias, t4 99 dias, t5 137 dias, ts 169 dias, t7 210 dias y ts 238 dias.

CODIGO DE COLORES, correspondiente al descrito en la pag. 70 y Tabla XXI.
Color Categoria Descripcion
Cian | Poblacién dominante detectable durante los 7 meses de la maduracion.
Rojo . 1 Poblacion no dominante detectable durante los 7 meses de la maduracion.
Verde [ Il Poblacion dominante detectable en etapas posteriores al inicio de la maduracion.
Azul W Poblacién no dominante detectable en etapas posteriores al inicio de la maduracién.
Morado Vv Poblaciéon no dominante inhibida al final de la maduracion.
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Figura 25. Digitalizacién de la huella génica muestra A2 consta de 9 columnas que
corresponden de izquierda a derecha al, to 15 dias, t; 33 dias, t 53 dias, t3 73 dias, t4 96 dias, t5 134
dias, t 166 dias, t; 207 dias y ts 235 dias.

CODIGO DE COLORES, correspondiente al descrito en la pag. 70 y Tabla XXI.
Color Categoria Descripcion
Cian | Poblacién dominante detectable durante los 7 meses de la maduracion.
Rojo . Il Poblacion no dominante detectable durante los 7 meses de la maduracion.
Verde [ Il Poblaciéon dominante detectable en etapas posteriores al inicio de la maduracién.
Azul W Poblacién no dominante detectable en etapas posteriores al inicio de la maduracién.
Morado V Poblacién no dominante inhibida al final de la maduracion.
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Figura 26. Digitalizacion de la huella génica muestra NoA consta de 9 columnas que
corresponden de izquierda a derecha al, to 22 dias, t; 40 dias, t> 60 dias, t3 80 dias, t4 103 dias, t5 141
dias, ts 173 dias, t; 214 dias y ts 242 dias.

CODIGO DE COLORES, correspondiente al descrito en la pag. 70 y Tabla XXI.
Color Categoria Descripcion
Cian | Poblacion dominante detectable durante los 7 meses de la maduracion.
Rojo . 1 Poblacion no dominante detectable durante los 7 meses de la maduracion.
Verde || Il Poblaciéon dominante detectable en etapas posteriores al inicio de la maduracién.
Azul . \ Poblaciéon no dominante detectable en etapas posteriores al inicio de la maduracién.
Morado Vv Poblaciéon no dominante inhibida al final de la maduracion.
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OBJETIVO 1: Andlisis global de las poblaciones bacterianas.

Diversidad bacteriana.

En el analisis global, en cuanto a la diversidad microbiana en las muestras de
estudio, se distinguieron tres tipos de comunidades colonizadoras, de acuerdo con su

comportamiento ante los cambios globales de su microambiente (Tabla XIlI).

Tabla Xlll. Cambios graduales en el microambiente del queso Cotija durante su
maduracion.
, A1 A2
Parametros
fisicoquimicos to t4 to ts ts to t1 to ts t4
pH 583 | 541 | 553 | 557 | 54 | 589 | 533 | 531 | 532 | 525
% Acido lactico | 0.303 | 0.257 | 0.257 | 0.255 | 0.290 | 0.310 | 0.297 | 0.293 | 0.397 | 0.337
aw 0.914 | 0.890 | 0.883 | 0.872 | 0.787 | 0.915 | 0.911 | 0.904 | 0.899 | 0.887

(Bravo, 2008).

A continuaciéon se describen los tres tipos de comportamiento (Tabla XIV): Sin
alteracion cuando el tamafo aparente de la poblacion que puede ser detectada en el
DGGE, se mantiene desde el inicio, ya sea la cuajada o el tp, hasta el final de la
maduracién (tg), Inhibidos cuando el microorganismo muere y su concentracion con
respecto a los demas disminuye hasta por debajo del limite de deteccion, 1-2% de la
poblaciéon relativa (MacNaughton et al., 1999) y Favorecidos, esto es que el
microorganismo permanecid en la muestra a concentraciones por debajo del limite de
deteccién hasta que las condiciones del microambiente permitieron su desarrollo y por

ende su deteccién (Ver Figuras 24,25 y 26).
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Tabla XIV. Diversidad de la comunidad bacteriana en el Cotijay su
comportamiento durante 7 meses de maduracion.
Efecto en el desarrollo | No. Bandas | Poblacién (%) | No. de referencia de
Individuo (banda)
MUESTRA Af1
Sin alteracion 20 80 1-6,8-19,21y 24
Inhibidos 5 20 7,20,22-23y 25
Favorecidos 0 0
Total 25 100
MUESTRA A2
Sin alteracion 11 74 1y 3-12
Inhibidos 0 0
Favorecidos 4 26 2y 13-15
Total 15 100
MUESTRA NoA
Sin alteracién 18 86 1-13, 15-19
Inhibidos 2 9 20y 21
Favorecidos 1 5 14
Total 21 100

Nota: Se considera que los individuos 18 y 19 de la muestra NoA (Figura 26) se comportan
como Sin alteracion a pesar de que en el t1 no se detecto su presencia. En cuanto a los individuos
14 y 15 de la muestra A2 (Figura 25) se consideran como favorecidos a pesar de su posterior

inhibicién.

En las tres muestras analizadas el porcentaje de individuos que mantuvieron su
concentracion de biomasa inicial y que continuaron desarrollandose a pesar de los
cambios de su microambiente fueron la mayoria, esto es, el 86, 80 y 74 % en NoA, A1y
A2, respectivamente.

En la muestra A1 se presentd el mayor porcentaje de individuos inhibidos (20%),
mientras que en la muestra A2 esta inhibicidn no se observd. En cuanto a la poblacion que
vio favorecido su desarrollo la muestra A2 presenté el 26%, seguido por el 5% observado
en NoAy el 0% en A1.
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Por lo que en la muestra A1 pareciera que el microambiente es mas estresante, en
comparacion con el microambiente de la muestra A2, probablemente debido a una mayor
disminucion en el valor de aw (ver Tabla XIlI).

La banda 4 de la muestra A2 y la banda 8 de la muestra A1, tienen la misma
posicion de 0.32 (ver escala en la Figura 30). La secuencia contenida en dichas bandas
fueron clasificadas dentro del género Vagococcus (ver Tabla XXIX). Partiendo de esta
informacion, como se vera mas adelante en el apartado dominancia relativa, el caracter
dominante de la banda 4 en la muestra A2 (Figura 28) y el comportamiento no dominante
de la banda 8 en la muestra A1 (Figura 27), sugieren que efectivamente este ultimo
microambiente es mas estresante por lo menos para el género Vagococcus.

Que el microambiente sea propicio 0 no para el desarrollo de los individuos
colonizadores, podria ser una ventaja o desventaja, dependiendo de la funcién que
desemperfien en el queso Cotija. Por ejemplo, que el microambiente de la muestra A2
favoreciera el desarrollo de la bacteria representada por la banda 14 en etapas posteriores
al inicio de la maduracion en lugar de inhibirlo, representa una ventaja (ver Figura 25 y
Tabla XIV) ya que como se vera mas adelante, la secuencia contenida en la banda 14
posicién 0.62 (ver escala en la Figura 30) fue clasificada como E. faecium IDCC2104, cepa

reconocida por su potencial comportamiento probiético (Kwon et al., 2007, sin publicar).

Dindmica bacteriana.

En cuanto a la dindmica del desarrollo bacteriano (Tabla XV), se pueden distinguir
dos tipos de poblacién, por la ausencia o presencia de bandas en los diferentes tiempos
de maduracion; asi la poblacién constante presente desde el inicio de la maduracion (i) y
que se mantuvo hasta el final (ig), corresponde a la mayoria de los individuos: 86, 84 y
73% en NoA, A1 y A2, respectivamente. Mientras que la poblacién variable, que se
presenta solo en un periodo de la maduracion, representa el 27% en A2, 16% en A1y
14% en NOA. La banda 7 de la muestra A1 no se considerd para esta clasificacidon, porque

so6lo esta presente en la cuajada (Figuras 24, 25y 26).
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Tabla XV. Dindmica de la poblacion bacteriana durante 7 meses de
maduracion.
No. de referencia
Deteccion No. Bandas | Poblacion (%) de Individuo
(banda)
MUESTRA A1
Constante 20 84 1-6, 8-19,21y 24
Variable 4 16 20,22,23y25
Total 25 100
MUESTRA A2
Constante 11 73 1y 3-12
Variable 4 27 2y 13-15
Total 15 100
MUESTRA NoA
Constante 18 86 1-13y 15-19
Variable 3 14 14y 20-21.
Total 21 100

Nota: Se considera que los individuos 18 y 19 de la muestra NoA se comportan como
constantes a pesar de que en el t; no se detecto su presencia.

Como caso particular para la muestra A1, se analizé una cuajada proveniente de la
misma rancheria, por lo que consideramos que la poblacion identificada puede verse
desde el punto de vista antes y después del salado (Tabla XVI), asi el 44% de la poblacién
estd presente desde etapas previas al salado y es capaz de mantenerse durante los 7
meses de la maduracién en concentraciones elevadas de sal, 4 — 7.4% y a, bajo, 0.9-0.86
(Hernandez, 2007b), a diferencia de la banda 7 que no fue capaz de permanecer. Por otro
lado, es importante resaltar que el 52% de la poblacion no se detecta en la cuajada, lo que
sugiere que el salado y etapas posteriores como el oreado tienen la capacidad de
seleccionar e incorporar un poco mas de la mitad de la diversidad microbiana. Es
importante para respaldar la propuesta realizar estudios enfocados en la microbiologia de

la sal de mar e importancia del salado en la microbiota del auténtico queso Cotija.
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Tabla XVI. Dinamica de la poblacion bacteriana para la muestra A1 considerando la
cuajada durante 7 meses de maduracion.
Detecci6n No. Bandas | Poblacion (%) No. de referencia de Individuo
(banda)
Cuajada 1 4 7
Antes de salar 11 44 4,6, 10-11, 13, 15, 18-20, 23 y 24.
Después de salar 13 52 1-3, 5, 8-9, 12, 14, 16-17 21-22 y 25.
Total 25 100

Dominancia relativa.

En el DGGE Ila intensidad relativa de las bandas puede estar relacionada
directamente con la dominancia relativa del filotipo bacteriano presente en la muestra
(Muyzer et al., 1995; Van Hannen et al., 1999).

La intensidad relativa (Tablas XVII, XVIIl y XIX) de cada banda en el gel es un dato
que proporciona el sofware Diversity Date Base, por lo que es factible diferenciar a la
poblacion dominante de cada muestra, una vez establecido el criterio de selecciéon. El
dominio relativo de un individuo (DR) es la suma de la intensidad relativa promedio (IRp)
de cada una de las bandas, dividida entre el numero de individuos que conforman la
comunidad bacteriana de cada muestra. Este parametro permite clasificar a los individuos
de cada muestra en dominantes (IRp > DR) y no dominantes (IRp < DR) (Figuras 27, 28 y
29).

Como tal, el valor promedio de la intensidad relativa (IRp) de cada banda podria
relacionarse con la biomasa y la desviacién estandar (desv. est.), seria un indicativo de
suceptibilidad ante los cambios graduales de su microambiente.

Asi, por citar algunos ejemplos, para la muestra A1 las bandas 23 y 16
corresponden a individuos no dominantes (ver Tabla XVII), siendo la banda 16 mas
suceptible, porque la desv. est. es mayor. En el caso de individuos dominantes en la

muestra A2 la banda 4 es mas suceptible que la banda 5 (ver Tabla XVIII).
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Tabla XVII. Intensidad relativa de cada uno de los individuos presentes en Al.
era | 00 | t1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7 | t8 | Rpsdesy.est
de individuo
1 0.34 | 0.31 | 0.27 | 025 | 0.25 | 0.32 | 0.39 | 0.31 | 0.28 | 0.30 +0.05
2 0.63 | 0.53 | 051|038 | 026 | 061 | 044 | 028 | 0.53 | 0.46+0.13
3 0.81 | 043 | 060 | 0.46 | 0.26 | 0.71 | 0.43 | 0.46 | 0.60 | 0.53+0.17
4 0.69 | 0.63 | 064 | 0.61 | 0.22 | 0.76 | 0.82 | 0.45 | 0.66 | 0.61+0.18
5 0.96 | 0.97 | 098 | 093 | 0.88 | 0.79 | 0.77 | 0.96 | 0.80 | 0.89 +0.09
6 0.55 | 051|040 | 041 | 0.19 | 044 | 0.80 | 0.35 | 0.36 | 0.45+0.17
7 0.47
8 045 | 043 | 032|028 | 0.16 | 0.37 | 0.65 | 0.30 | 0.31 | 0.36 +0.14
9 082|082 |075|071 | 03 | 081 ] 033 | 060 | 0.63 | 0.64 +0.20
10 0.58 | 0.55 | 0.51 | 0.60 | 0.28 | 0.79 | 0.68 | 0.43 | 0.64 | 0.56 +0.15
11 0.84 | 0.78 | 068 | 0.55 | 0.22 | 0.60 | 0.24 | 0.55 | 0.53 | 0.55+0.21
12 0.82 | 0.56 | 045 | 0.84 | 0.18 | 0.61 | 0.53 | 0.6 | 0.58 | 0.58 +0.20
13 0.80 | 0.84 | 0.37 | 047 | 0.16 | 061 | 0.34 | 0.3 | 049 | 0.49+0.23
14 0.82 | 092 | 090 | 091 | 0.37 | 0.88 | 0.85 | 0.88 | 0.82 | 0.82+0.17
15 0.76 | 0.74 | 063 | 0.83 | 0.24 | 0.87 | 0.66 | 0.61 | 0.54 | 0.65+0.19
16 0.37 | 0.63 | 0.31| 085 | 0.14 | 0.54 | 0.31 | 0.35 | 0.37 | 0.43+0.21
17 0.80 | 0.85 | 055|091 | 0.14 | 0.85 | 0.19 | 0.29 | 0.74 | 0.59 + 0.31
18 0.54 | 0.51 | 054 | 042 | 0.39 | 0.54 | 0.18 | 0.67 | 0.61 | 0.49+0.14
19 0.80 | 0.82 | 0.74 | 0.79 | 0.13 | 0.77 | 0.25 | 0.59 | 0.76 | 0.63 +0.26
20 0.35 | 028 |0.56 | 0.38 | 0.13 | 0.24 | 0.32 | 0.33 | - 0.32+0.12
21 0.28 | 069 | 0.71| 099 | 0.14 | 0.26 | 0.24 | 0.32 | 0.26 | 0.43+0.29
22 0.27 | 0.30 | 0.29 | 0.32 | 0.13 | 0.23 | 0.23 | 0.25 | -—-—-- 0.25 +0.06
23 023 025|024 (031|014 | 024 | 024 | - | - 0.24 +0.05
24 0.64 | 0.76 | 0.79 | 0.85 | 0.14 | 0.34 | 0.23 | 0.31 | 0.29 | 0.48+0.27
25 0.26 | 0.30 | 0.29 | 0.47 0.33+0.09
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Tabla XVIII. Intensidad relativa de cada uno de los individuos presentes en A2.

No d
refe?eniia. t0 t1 t2 T3 t4 t5 t6 t7 t8 IRp + desv. est.

de individuo

1 0.12 | 0.15| 040 | 0.21 | 0.31 | 0.22 | 0.12 | 0.20 | 0.12 | 0.21 +0.10
2 | e | - 048 | 041 | 0.20 | 0.46 | 0.21 | 0.60 | 0.28 | 0.38 +0.15
3 0.31 | 044 | 060 | 060 | 0.74 | 0.78 | 0.46 | 0.64 | 0.24 | 0.53 +0.19
4 0.79 |0.75| 0.84 | 067 | 0.78 | 0.34 | 0.13 | 0.30 | 0.38 | 0.55 +0.26
5 0.86 | 0.76 | 097 | 0.73 | 0.87 | 0.89 | 0.62 | 0.75 | 0.72 | 0.80 + 0.11
6 0.31 |0.26 | 0.20 | 0.31 | 0.35 | 042 | 0.16 | 0.22 | 0.35 | 0.29 + 0.08
7 0.17 | 018 | 0.16 | 0.19 | 0.27 | 0.22 | 0.12 | 0.18 | 0.25 | 0.19 +0.05
8 0.14 | 016 | 019 | 013 | 0.14 | 0.15 | 0.18 | 0.16 | 0.18 | 0.16 + 0.02
9 0.13 |0.12| 0.16 | 010 | 012 | 0.23 | 0.13 | 0.16 | 0.16 | 0.15 + 0.04

—
o
o
—
1S3
o
[
©

045 | 0.17 | 0.14 | 0.16 | 0.11 | 0.26 | 0.18 | 0.21 +0.10

11 041 | 041 | 062 | 0.73 | 0.64 | 0.52 | 0.49 | 0.49 | 0.59 | 0.54 +0.11
12 0.42 | 014 | 012 | 040 | 011 | 0.57 | 0.39 | 0.14 | 0.13 | 0.27 £+ 0.18
13 0.14 | 012 | 017 | 0.11 | 0.13 | 0.12 | 0.13 +0.02
14 0.11 | 011 | 0.21 | 0.11 | - | ==--—- 0.14 + 0.05
15 0.09 | 0.09 | 014 | 010 | - | -——-- 0.11 +0.02

Dominio relativo: 0.31 + 0.21

Tabla XIX. Intensidad relativa de cada uno de los individuos presentes en NoA.

coronnde | 10 | | 2 | 8 | 4 | 5 | 6 | 7 | 8 | mosdgesvest
individuo
1 0.20 | 029 | 0.30 | 0.34 | 0.38 | 0.34 0.37 0.23 | 042 | 0.32+0.07
2 0.22 | 0.32 | 0.33 | 0.35 | 0.41 0.41 0.40 0.24 | 040 | 0.34 +0.07
3 0.30 | 0.39 | 0.41 044 | 044 | 0.53 0.47 0.27 | 055 | 0.42+0.12
4 0.32 | 0.36 | 0.36 | 0.45 | 0.47 | 0.53 0.62 0.28 | 0.60 | 0.44 +0.12
5 0.40 | 0.41 | 0.41 0.52 | 0.55 | 0.64 0.62 0.27 | 0.74 | 0.51+0.15
6 0.45 | 056 | 0.62 | 0.80 | 0.70 | 0.70 0.89 0.27 | 0.93 | 0.66 +0.21
7 0.53 | 063 | 0.69 | 0.68 | 0.83 | 0.81 0.90 052 [ 0.83|0.71+0.14
8 0.60 | 0.40 | 0.49 | 0.61 0.59 | 0.83 0.88 0.22 | 0.89 | 0.61+0.23
9 0.25 | 0.33 | 0.37 | 0.38 | 0.51 0.44 0.59 0.23 | 0.85| 0.44 +0.19
10 0.28 | 0.37 | 0.30 | 0.38 | 0.38 | 0.38 0.45 0.19 | 042 | 0.35+0.08
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No d
refere?]ci: de to t1 t2 t3 t4 t5 t6 t7 t8 IRp *+ desv. est.
individuo
11 0.30 | 047 | 047 | 0.47 | 053 | 0.58 | 0.65 | 0.18 | 0.77 | 0.49+0.18
12 024 [ 033|046 | 053 | 0.53 | 0.58 | 0.58 | 0.16 | 0.49 | 0.43+0.15
13 024 [ 059|060 | 0.72 | 0.76 | 0.77 | 0.83 | 0.20 | 0.82 | 0.61+0.24
14 | - 061 | 057 | 0.60 | 0.59 | 0.60 | 0.64 | 0.16 | 0.37 | 0.52+0.17
15 0.34 [ 036 | 047 | 040 | 053 | 0.29 | 046 | 0.10 | 0.32 | 0.36 +0.13
16 022 | 032|035 | 0.34 | 0.37 | 040 | 0.61 0.17 | 0.28 | 0.34 +0.12
17 0.21 [ 031028 | 0.20 | 0.20 | 0.20 | 0.32 | 0.15 | 0.25 | 0.24 +0.05
18 0.24 | -——-- 0.32 | 0.20 | 0.29 | 0.38 | 0.51 0.10 | 0.34 | 0.30+0.12
19 0.21 | -——-- 027 | 0.29 | 0.30 | 0.29 | 0.29 | 0.17 | 0.35| 0.27 +0.06
20 022 [ 041|035 | 032 | 032 | 039 | 0.29 | 017 | - 0.31 +0.08
21 022 | 044 | 037 | 032 | 032 | 032 | 0.29 | 0.18 | -——-- 0.31 +0.08
Dominio relativo: 0.43 + 0.14
Individuos Dominante s de la Poblacion Al
Dominio relative 050 + 0 18
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Figura 27. Individuos dominantes de la poblacién Al.
El c6digo de colores corresponde al descrito en la pag. 70 y Tabla XXI.
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Individuos Dominantes de la Poblacion A2

Dominio relative 0.31 +0 21

Intensidad relativa
promedio

T2 03 4 5 B 7T 8 9 10 11 12 13 14 15

Figura 28. Individuos dominantes de la poblacion A2.
El cé6digo de colores corresponde al descrito en la pag. 70 y Tabla XXI.

Individuos Dominantes de la Poblacion NoA

Dominio relativo 042 + 014

Intensidad relativa
promedio

1T 2 3 4 5 68 7 8 910111213 1415916817 1819 20 A

No. bhanda

Figura 29. Individuos dominantes de la poblacion NoA.
El c6digo de colores corresponde al descrito en la pag. 70 y Tabla XXI.
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Los individuos dominantes (Tabla XX) representan el 48, 44 y 33% de la poblacién

en NoA, A1y A2, respectivamente.

Tabla XX. Poblacién dominante en los Cotija durante 7 meses de maduracion.
Muestra No. Bandas | Poblacién (%) No. de referencia de Individuo
(banda)
A1 14 44 3-5,9-12, 14,15, 17 y 19.
A2 5 33 2-5y 11
NoA 10 48 4-9y 11-14

Esta clasificacion no limita el potencial de los individuos que no son dominantes en
la comunidad bacteriana en la contribucion del desarrollo de las propiedades
organolépticas del Cotija durante la maduracion, tales como la generacién de compuestos
de sabor: alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres, lactonas, furanos, compuestos fendlicos,
pirazinas y acidos grasos de cadena corta; los que se pueden producir mediante el
catabolismo de la lactosa, lipidos y proteinas (Marilley & Casey, 2003). Ya que en algunos
casos mas que la cantidad de microorganismos o individuos (UFC/mL) es la actividad
enzimatica la que pondera el grado de contribucién.

Por ejemplo, los géneros Brevibacterium, Microbacterium, Arthrobacter,
Staphylococcus, Brachybacterium, Proteus y Psychrobacter, comunes pero raramente
mencionados como parte de la microbiota colonizadora en la superficie de quesos
madurados, y algunos de ellos considerados como indeseables, por ser en su mayoria
patdgenos, poseen la capacidad de producir ésteres, cetonas, alcoholes y aldehidos entre
otros compuestos de sabor en concentracion suficiente, partes por billon (ppb), para

producir saborizantes para quesos (Deetae et al., 2007).
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Descripcion integral de la poblacion bacteriana en el queso Cotija.

En general los individuos de las poblaciones bacterianas de los tres microambientes
analizados A1, A2 y NoA se pueden agrupar en cinco categorias (Tabla XXl), las cuales
para su facil identificacidén se les asigné un color en la imagen digital de la huella génica
(Figuras 24, 25y 26) y en las tablas de individuos dominantes (Figuras 27, 28 y 29):

Categoria | y Categoria Il (color cian y rojo): Integra a los individuos capaces de
crecer en concentraciones elevadas de sal (4-7.4%) y aw bajo (0.9-0.86) durante la
maduracién, lo que los diferencia es su presencia dominante o no dominante,
respectivamente, estas categorias estan presentes en las tres muestras.

Categoria lll y Categoria IV (color verde y azul): Integra a los individuos que a pesar
de que su concentracién inicial no era suficiente para su deteccion en el inicio de la
maduracion, las condiciones posteriores permitieron su desarrollo, aunque no en el mismo
grado, lo que las diferencié en dominantes y no dominantes, respectivamente. Por su
comportamiento podrian ser considerados como microbiota secundaria. La categoria |l
esta ausente en A1, mientras que la categoria IV unicamente esta presente en A2.

Categoria V (color morado): Integra a los individuos que no sobrevivieron a los altos
contenidos de sal y aw bajo.

En resumen (Tabla XXIl), la comunidad bacteriana de A1 se compone
mayoritariamente de individuos que pertenecen a la categoria |, el resto se divide en las
categorias Il y V, por lo que carece de individuos categorizados en Il y IV. En cuanto a la
comunidad bacteriana de A2 el porcentaje mayoritario se integra en la categoria Il el resto
pertenece a las categorias |, IV y Ill ordenadas en porcentaje descendente, por lo que
carece de individuos categoria V. Y en NoA la mayoria de su poblacion se divide por igual
en las categorias | y I, mientras que el resto se agrupa en las categorias V y lll, carece de

individuos categoria IV.
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Tabla XXI. Analisis global de las comunidades bacterianas colonizadoras del Cotija.
Cateqoria Diversidad, Dinamica Muestra No. Poblacion No. de referencia de
9 y Dominancia Bandas (%) Individuo (banda)
| A1 14 44 3-5,9-12,14, 15,17y 19
_ SA| C D A2 4 26.6 3-5y 11
(Cian)
NoA 9 43 4-9y 11-13
A1 9 36 1,2,6,8,13,16,18, 21y
! SA| C ND 24
(Rojo) A2 7 46.6 1,6-10y 12
NoA 9 43 1-3, 10y 15-19
" A1 0 (0 e ——
F \Y D A2 1 6.6 2
(Verde)
NoA 1 5 14
A1 0 [0 e ——
v
F Vv ND A2 3 20 13-15
(Azul)
NoA 0 0 | e
v A1 5 20 7,20,22,23y 25
I \Y, ND A2 0 0 | e
(Morado)
NoA 2 9 20y 21

Abreviaturas: SA, sin alterar; I, inhibicién; F, favorecidos; C, constantes; V, variable; ND, no
dominante; D, dominante.

Tabla XXII. Resumen del comportamiento presentado por la
comunidad bacteriana que colonizan en el Cotija
A1 A2 NoA
Categorias Poblacion (%)
I 44 26.6 43
Il 36 46.6 43
0 6.6
v 0 20
\Y 20 0 9
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OBJETIVO 2: ¢Es posible diferenciar al auténtico queso Cotija por su poblacion
bacteriana?

Para responder esta pregunta se compararon los patrones de bandas de las
muestras A1, A2 y NoA, correspondientes al t3 de maduracion y la muestra chiapas
tiempo unico de maduracién (Figura 30), mediante el Analisis de Componentes Principales
(PCA) y la construccién del dendrograma, donde ambos métodos agrupan muestras

similares.
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Figura 30. Determinacion de las bacterias distintivas.
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En el PCA el patron de bandas de cada columna en del DGGE se codifica en un
formato binario, donde la presencia o ausencia de una banda es representada por uno o
cero, respectivamente, de esta manera los paquetes complejos de datos pueden ser
representados en un grafico simple que permite observar la dispersion de los datos
(Baleiras-Couto et al., 1995), asi la cercania de los puntos revela la similitud entre los
patrones de bandas comparados.

En los dendrogramas la similitud entre los patrones de bandas se calcula con base
en la distancia de migracion (Rf) usando el coeficiente Dice. En este analisis, los
dendrogramas fueron construidos usando el UPGMA por sus siglas en ingles Unweighted
Pair-Group Method using Arithmetic Averages, que es uno de los métodos de
agrupamiento mas empleados (Riley, 2004), donde los patrones de mayor similitud son
agrupados en conjuntos cada vez mas cercanos. Tanto el dendrograma como el PCA
fueron obtenidos usando el software Diversity DateBase (BIORAD).

En el PCA (Figura 31) se observa que las muestras no se relacionan entre si,
inclusive entre las muestras auténticas. El dendrograma (Figura 32) también coloca a cada
muestra en conjuntos independientes.

Partiendo de la premisa de que los atributos sensoriales dependen de la microbiota
colonizadora, la falta de relacion observada entre los patrones de bandas de las muestras
auténticas y no auténticas, fundamenta la diferenciacion sensorial reportada por Utrera,
(2007).

Por otro lado, el que las muestras A1 y A2 que comparten atributos sensoriales
distinguibles, muestren patrones de bandas diferentes, sugiere que la presencia de
algunos de estos individuos, representados por una banda, es dispensable en la
comunidad colonizadora de las mismas. Por lo que se recomienda continuar con los
esfuerzos de identificar a los miembros clave de la microbiota colonizadora que intervienen
en el desarrollo de los atributos sensoriales consenso o esperados para el auténtico queso
Cotija, aquellos que propicien el desarrollo de éstos y los que contribuyen en la inocuidad
del producto, con el fin de proponer un indculo. También es necesario trabajar en la
estandarizacién del proceso de elaboracion y materias primas para asegurar que el

inoculo se desarrolle en un microambiente similar.
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Figura 31. Diagrama PCA que ejemplifica el patrén de poblaciones en las muestras de queso
analizadas.

CHIAPAS

Mo\

Al

Figura 32.Dendrograma que representa el patron de poblaciones en las muestras de queso
analizadas.

Concretamente respondiendo a la interrogante, la diferenciacion por su poblacion
bacteriana de los auténticos quesos Cotija por el momento no es factible, pero queda la

posibilidad de diferenciacion a nivel de individuos.
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Posibilidad de diferenciacion por individuo:

Las 25 bandas presentes en la muestra A1, las 15 presentes en A2 y las 21
presentes en NOA, fueron comparadas entre si, con el fin de encontrar las bandas que
distingan a los auténticos Cotija, es decir, que esten presentes en A1 y A2, pero no en
NoA. En la comparacién se encontraron siete bandas, distinguidas con un recuadro en la
Figura 30, que denominamos como bacterias distintivas (no se considerd el patrén de
bandas de la muestra chiapas, en el criterio de seleccién de las bacterias distintivas).

Las muestras analizadas son insuficientes para definir a estas siete bandas como
un criterio de seleccion de los auténticos quesos Cotija, pero es un primer acercamiento,
se recomienda ampliar el numero de muestras para confirmar el resultado. El trabajo se

orientd a la identificacion de las bandas comunes para las muestras analizadas.
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OBJETIVO 3: Clasificacion dentro de un género de las bacterias distintivas del
auténtico queso Cotija.

Mediante la comparacion con patrones de migracion.

En una primera aproximacion para clasificar a las bacterias distintivas del auténtico
Cotija dentro de un género, se trabajo con 24 aislados provenientes de las muestras A1y
A2. Para los cuales se evaluo la pureza mediante cultivo en placa, la morfologia macro y
micoscopica, tincidn de Gram y la prueba de la catalasa. Con lo cual se determino que los

aislados tienen caracteristicas de bacterias lacticas (Tabla XXIII).

Tabla XXIIl. Resultados que confirman la pureza de las BAL’s aisladas de Aly A2.
Clave Aislado Morfologia Prueba de
macroscopica microscopica la catalasa
KA 1 KAAp1 1
KA; 2 KAA A1 2
KA; 3 KAAA 3
KA 4 KAA A 4
KA, 5 KAA A1 5 Colonias verde métalico con Cocos Gram (+) Negativa
KA, 6 KAA A1 6 halo obscuro
KA, 7 KAAA 7
KA;8 KAA A 8
KA, 9 KAA A1 9
KA; 10 KAA 51 10
L22A 1 LM17 22°C pq 1
L22A; 4 | LM17 22°C o1 4
L37A; 1 LM17 37°C o1 1
L37A43 LM17 37°C o1 3 Colonias blancas redondas Cocos Gram (+) Negativa
L37A,5 LM17 37°C a1 5 con superficie lisa brillante.
L37A:9 LM17 37°C o1 9
L37A;10 | LM17 37°C o1 10
MA, 8 MRS+V 5, 8 Colonias blancas Cocos Gram (+) Negativa
KA, 2 KAAA, 2
KA, 3 KAA,, 3
KA, 4 KAA,, 4 Colonias verde métalico con
KA, 5 KAAAr, 5 halo obscuro Cocos Gram (+) Negativa
KA, 6 KAAAr, 6
KA, 9 KAA 9
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En cuanto a la calidad del material genético extraido de las cepas puras en la
Figura 31 se observan bandas intensas definidas. En el espectro de absorcién (Figura 32)
de una de las muestras, se observa una linea definida sin ruido, con un maximo a 260nm

(longitud de absorcion de los acidos nucleicos).
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Figura 31. ADN Total de los aislados KA; (1-10), L37A; (11-15), L22A; (16 y 17), MA; (18) y
KA; (19-24). Gel de agarosa al 1.5%(p/v) con 1 ng/mL de BrEt, Vol. carga: 5 pL.
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Figura 32. Espectro de absorcién para L37A;110 en un barrido de 300 - 200 nm.
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En cuanto a los productos de PCR (Figura 33), se verificé que el tamafio fuese de
253pb.

1 2. 3 4
250 pb
8 9 10 11
5 6 7 !
250 pb SRS 250 pb
12131415 19202922
250 pb
1617 18
250 pb 23 24 :
i 250 pb

Figura 33. Productos de PCR de los aislados KA; (1-10), L37A; (11-15), L22A; (16 y 17), MA;
(18) y KAz (19-24). Gel de agarosa al 2% (p/v) con 1ug/mL de BrEt, Vol. carga: 8 pL de una
reacciéon de 200ng molde. Marcador O’ Range Ruler 50pb DNA Ladder.

Para el caso de los 24 aislados se obtuvo por carril un patron de bandas en el gel
con gradiente desnatutalizante 30-70% (Figuras 34 y 35). Esto se ha atribuido a la
microheterogeneidad, primeramente descrita por Dahllof y colaboradores, (2000), como la
representacion de un microorganismo por mas de una banda, debido a la presencia de
multiples copias del gen 16S ARNr con heterogeneidad intragenémica. Lo que dificulta la
identificacidn mediante la secuenciacion del amplicon separado por DGGE, debido a que
aumenta la probabilidad de co-migracion.

Por ello en afios recientes se han propuesto para evitar dicho fenémeno, el uso del
gene rpoB, que codifica para la subunidad-f de la ARN polimerasa, como gene de

identidad y marcador evolutivo, debido a que se encuentra como unica copia por bacteria.
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Ademas al igual que el gene ADNr 16S es una molécula funcionalmente constante, se
encuentra universalmente en todos los procariotes, presenta regiones conservadas y
variables para el disefio de sondas y cebadores que permiten la diferenciacion especifica,
es poco susceptible a la transferencia génica lateral y su tamafio es suficiente para dar
informacion filogenético (Case et al., 2007). Sin embargo, la base de datos es escasa lo
que limita la identificacion de las secuencias por comparacion.

Entre otras posibilidades, se ha reportado que el gen gyrB, que codifica para la
subunidad-B de la ADN girasa, una ADN topoisomerasa tipo Il, puede ser un apropiado
marcador filogenético en la sistematica bacteriana (Yamamoto & Harayama, 1998,
1996,1995; Huang, 1996; Venkateswaran et al., 1998; Yamamoto et al., 2000, 1999; Kasai
et al., 2000; Watanabe et al., 2001; Stackebrandt et al., 2002), por ser esencial y ubicuo en
todos los microorganismos (Huang W, 1996) y por contener una alta substitucion de bases
nucleotidicas (Huang W, 1994; Kelly & Wood, 2000; Watanabe et al., 1999; Yamamoto et
al., 2000; Yanez et al., 2003). En el trabajo realizado por Yin y colaboradores, (2008) en el
que estudiaron la diversidad bacteriana de una mina empleando los genes marcadores
gyrB y 16S rRNA encontraron que los indices de diversidad empleando el gene gyrB son
mayores en comparacion con los resultados obtenidos utilizando el gene ADNr 16S, por lo
que proponen al gene gyrB como una herramienta de potencial aplicacion en el estudio de
la diversidad y composicion de comunidades microbianas, especialmente, por su mayor
resolucidn, en la diferenciacién entre cepas bacterianas de la misma especie. Sin embargo
la base de datos para las secuencias del gene gyrB es mucho menos completa en
comparacion con la base de datos de las secuencias del gene 16S rRNA en términos de
cobertura de especies bacterianas y aislados, lo que hace inevitable que algunas
secuencias no sean relacionadas con un microorganismo. Otra posibilidad es el gene rpoD,

que codifica para el factor ¢'°

, uno de los factores ¢ que confiere la iniciacion de la
trascripcion promotor-especifica de la RNA polimerasa (Lonetto et al., 1992). Esta proteina
es ubicua en las bacterias y esenciales para el crecimiento celular. Se ha empleado como
marcador mélecular obteniendo mayor resolucion en comparacion con las secuencias del

16S rRNA (Yamamoto & Harayama, 1998).
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12 345 6 7 B 910111213

Figura 34. Migracion en el DGGE-paralelo de los amplicones de la region V3 del gene
ADNr 16S de los aislados KA2 2, 3, 4, 5, 6 y 9 (carril 1-6), MA; 8 (carril 7), L22A; 1y 4 (carril 8 y 9) y
L37A1 3, 5, 9 y 10 (carril 10-13). Gel de poliacrilamida al 8% con gradiente desnaturalizante 30%-
70%. Tefiido con plata. En todos los carriles se adicionaron 300 ng de ADN.

r e

Figura 35. Migracion en el DGGE-paralelo de los amplicones de la region V3 del gene ADNr
16S de los aislados KA; 1 a 10 de derecha a izquierda. Gel de poliacrilamida al 8% con gradiente
desnaturalizante 30%-70%. Tefiido con plata. En todos los carriles adicionaron 300 ng de ADN.

Posgrado en Ciencias Bioquimicas, UNAM 80



RESULTADOS Y DISCUSION

Los aislados fuerén agrupados en cuanto a su posicion en el DGGE-paralelo,

muestra de origen y medio selectivo en el que fueron aislados. Para asignar la posicion de

cada aislado se eligié una banda representativa que corresponde a la banda mas intensa

dentro de su patrén de bandas (sefialada con una flecha, Figuras 34 y 35).

Asi se tienen los siguientes grupos (Tabla XXIV).

Tabla XXIV. Agrupacién de los 24 aislados.

Muestra | Grupo Medio Aislado Posicion
en el gel

A2 A KA;2, KA, 3, KA 4, KA, 5y KA, 9 0.46

B KAA KA, 6 0.55

C MRS+V MA, 8 0.29

LM17 50¢ L22A1y L22A4

D LM17 37¢ L37A: 9 0.46

A1 E LM17 37¢ L37A, 3,L37A,:5yL37A:10 0.55

F KAA KA1 2, KA1 4, KA1 9 Yy KA1 10 0.39

G KA; 1, KA, 3, KA, 5, KA, 6, KA, 7y KA, 8 0.48

Para la muestra A2 los 6 aislados crecidos en medio KAA, tuvieron una posicion de

0.46 para cinco de ellos y 0.55 para uno de ellos. Para la muestra A1 el aislado crecidos

en medio MRS+V, tuvo una posicion de 0.29, los dos aislados crecidos en medio LM17

incubados a 22°C, tuvieron una posicion de 0.46, mientras que cuatro de los aislados

crecidos en el mismo medio pero incubados a 37°C tuvierén una posicion de 0.46 para

uno de ellos y 0.55 para tres de ellos. Por ultimo los 10 aislados crecidos en medio KAA,

tuvierédn una posicion de 0.39 para cuatro de ellos y 0.48 para seis de ellos.

Para la clasificacion dentro de un género de los miembros de cada grupo, se

recuperd el amplicon contenido en la banda representativa de los aislados KA; 2, KA, 6,
MA; 8, L22A1 1, L37A¢ 3, KA1 9 y KA 8 (sefialadas con una flecha, Figuras 34 y 35), se

prosiguio con la reamplificacion, secuenciacion (Figura 36), y comparacion con la base de

datos.
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Figura 36. Imagen del amplicon reamplificado para el miembro de cada grupo, a partir de la
que se estimo la concentracién necesaria para la secuenciacion.

Para considerar que los microorganismos pertenecen al mismo género, se requiere

como minimo un 97% de similitud entre las secuencias comparadas (Gevers et al., 2005).

Los resultados de la comparacion de las secuencia de la region V3 del gene ADNr
16S de los 7 Grupos (ANEXO lll), se encuentran dentro de este limite (Tabla XXV), a

excepcion del Grupo E.

Tabla XXV. Cuadro integrativo de la clasificacion y posiciéon de los patrones de migracion.

o . . . Porcentaje
Grupo | Posicion Aislados Microorganismo de E value | Tamaiio
Identidad
A 0.46 |KA; 2,KA,3,KA4, KA, 5y KA,9| E. faecium UC824 99 8e-86 | 182 pb
B 0.55 KA, 6 E. faecalis N1-33 100 6e-87 | 180 pb
C 0.29 MA; 8 E. faecalis N1-33 97 2e-81 | 184 pb
D 0.46 L22A; 1, L22A1 4y L37A; 9 E. faecium UC824 99 8e-86 | 182 pb
E 0.55 L37A, 3,L37A:5y L37A; 10. E. faecalis N1-33 87 2e-30 123pb
F 0.39 KA; 2, KA14,KA19y KA; 10 E. faecium UC824 100 8e-86 | 182 pb
KA 1, KA; 3, KA, 5, KA, 6, .
G 0.48 E. faecalis N1-33 100 2e-30 | 183 pb
KA/ 7y KA;8
Nota: El sombreado corresponde a las bacterias distintivas.
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En cuanto a los medios de cultivo empleados, el medio KAA mostro ser selectivo
para el género Enterococcus, eficiencia reportada por Randazzo y colaboradores, 2002;
Fox y colaboradores, 2000, mientras que el medio MRS+V, LM17 a 22 y 37°C de
incubacion, selectivo para Leuconostoc, Lactococcus y S. thermophilus, respectivamente,
en este trabajo no mostrarén su eficiencia contrario a lo reportado por Randazzo y
colaboradores, 2002; Fox y colaboradores, 2000.

Los patrones de migracion (Tabla XXV) permitieron identificar a 3 de los individuos
distintivos, posicionados en 0.39, 0.48 y 0.55. Estos individuos clasificados a nivel de
género como E. faecalis N1-33 (0.48 y 0.55) y E. faecium UC824 (0.39), se relacionan en
un 92%, lo que representa una diferencia de 42pb de entre 524pb. Este porcentaje fue
observado al comparar mediante un alineamiento multiple las secuencias parciales del
gene ADNr 16S de las especies E. faecalis N1-33 (No. Acceso AB292313) y E. faecium

UC824 (No. Acceso AJ968595), tomadas del GenBank (Figura 37).

E faecalis N1-33
E faecium TTCSZ4

E_faecalis MN1-33
E faecium TCSZ4

E_faecalis IN1-33
E faecium TCS=4

E faercalis_I1-33
E fascium UCSZ4

E faecalis N1-33
E fascium TTCSZ4

E faecalisz H1-33
E_faescium TCS=4

E faecalis N1-33
E faecium TCSZ4

E faecalis_IN1-33
E faecium TUCS5Z4d

E faescalis N1-33
E faecium TTCSz4

—————————————————————————————————————————————— AGTCGAACGOTTCT
TGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGC CTAATACATGCAAGTC GAACGCTTCT 73 ph

FEEEREHEETELTE S
TTCCTCCCGAGTGCTTGCACTC AL TTGEARLGAGGAGTGGCGEAC GGGTGAGTAACACGT

TTTICCACCGGAGCTTGCTCCACCGGALRAAGAGGAGTGGCGAAC GEETGAGTALCACGT 133 ph

T * kW EEEEEE * EHEEFEEFFERNTTRN FHATEANTARFEINT TN
GEETAMCCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGEALMCAGETGCTAMATACCGCATAACS
GEETAACCTGCCCATCAGAAGEGGATAACACTTGGALACA GEGTGCTALATACCGTATAACA 193 ph

FTEXEXETEL FEEXEETEXT FXETELF T A LR TRTL TR TR FTTFLXEXELETXELS T HEEHS
GTTITATGCCGCATGGCATA L FAGTEARLGECGCTITCGGETGTCGCTGATGEATGRACCE
ATCGARACCGCATGETTTTGAT T IGALAGGCGCTITCGEGTGTCGCTEGATGEATGGACCE 255 ph

* % EEEEEEEE K e
GOGGTGCAT TAGC TAGT TGETCAGGTAAC GG TCACCAAGGECACFATGCATAGCCFACT
GOGGTGCAT TAGC TAGT ITGGTCAGGTALC GG TCACCAAGGCCACFATGCATAGCCFACE 313 ph

T R AT A T A A A A A A A T A A A A AT A AT A A A A AT AL TRLLE
TEAGAGEGTEATCGGCCACACTGEGACTRAGA CAC GGCCCAGACTC CTAC GEEAGGCAGT
TGAGAGGGTGATC GGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCARACTCCTACGGGAGGCAGE 373 ph
FHEERE R XA ARG A ERRARNGS A AT A AAA AR AT A ATATAAT AT AR AR AT RS ARG HS
AGTAGGFAATCTTCGGCAATGEAC AR CTCTCACCGAGCAACGCCFCGTCAGT AR A A
AGTAGGFAATCTTICGGCAATGAC AR GTCTCACCGAGCAACGCCGCEGTRAGTGAAGA D 43533 ph

LR e ek e e
GETTITCGGATCGTALR A TCTGT TG T TAGLGAL GALCA L GEACGT TAGTAACTGALCGT
GETTTTCGGATCGTALR A TC TG T I GT TAGAGAL GALCALGCGATGAFLGTAACTETTCAT 493 ph
EEFEEERETFEF TR TR TR FT LT LT RFTEXEXEXELTLELFLXERE & TELFEFET * &
CCCCTGACGGTATCTAACCAGARAGCCAC GO TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTALTA 555 ph
CCCTTGACGGTATCTALCCAGARAGOCCACGGCTAACTAC-TGOCC ———————————————

FEET FTFFFTFT AT AT FTETF TR LT T FTAEAET AL AT FT TR EL AL FFS 558

Figura 37. Alineamiento multiple de las secuencias del gene ADNr 16S correspondientes a

E. faecalis N1-33 (No. Acceso AB292313) y E. faecium UC824 (No. Acceso AJ968595), mediante el
CLUSTAL W version 1.83 (Thompson et al., 1994). La ausencia de * indica la presencia de bases

diferentes en la misma posicion. La posicién de las secuencias se asigno empleando los cebadores
27F y 1492R para E. coli K12.
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Dentro del gene ADNr 16S, entre las posiciones 433 y 497, de acuerdo a Brosius et
al., 1978, se ubica la region hipervariable V3. De las 64 b que contiene, 7 b son las que
permiten distinguir a las especies E. faecalis N1-33 (No. Acceso AB292313) y E. faecium
UC824 (No. Acceso AJ968595). Estas 7 diferencia se encuentran en las 152 b de las
secuencias obtenida en este estudio a partir de la banda 0.39, 0.48 y 0.55, lo que permitio

distinguir entre especies del mismo género (Figura 38).

BAMDA .39
Entefdcoious fascivem A4 ATFERSES.
DAKDA 048
Ermtarsasssun Fascalis NL=-J0 ABRZISIILT.
DARDA 0,55
Enterccoccuy femcalis Wi=J1 ABERS115.1

EANDA 0,39
Enteyocoisua fascawm usHZd AT9&HS9S,
HARDA -I ‘q
Enteiocoscus farcallis Wi-33 ABRERIZL1I.
LARDA 0, 55 -
Entecococcus fascalas Hil=-13 ABZFII1N.1 AAGAR f‘.-?'T""?Gi":':-'m ACTLICTIT

BANDA. 0.2%
Entecococcud Lagciimm ucHZd AFPERSTL.
EANDA O, 43 T
Entarodadcis fascali® MI-33 ARTFEILT. 1 GT
RANDA [, 55

Entargsaccus fascalis HL-37 ANZFIIL]. 1 GTAACTEASCEICCCCTEN

Figura 38. Alineamiento multiple de la regién V3 del gene ADNr 16S correspondientes a
E. faecalis N1-33 (No. Acceso AB292313), E. faecium UC824 (No. Acceso AJ968595), banda 0.39,
banda 0.48 y banda 0.55 mediante el CLUSTAL W versién 1.83 (Thompson et al., 1994). El simbolo

* indica la presencia de bases diferentes en la misma posicién. El fragmento subrayado de las

secuencias corresponde a la seccion hipervariable de la region V3 (Brosius et al., 1978). La posiciéon
de las secuencias se asigno empleando los cebadores 27F y 1492R para E. coli K12.

El género Enterococcus ha sido reconocido por su papel benéfico en las
fermentaciones de alimentos de origen carnico, lacteo y vegetal (Giraffa, 2002; Hugas et
al., 2003), siendo las especies E. faecium y E. faecalis las predominantes en los quesos
madurados como el Manchego (Ordofiez et al., 1978), Mozzarella (Coppola et al., 1988) y
Emmental (Teuber et al., 1996), entre otros, por lo que no es de extrafiarse su presencia
en el Cotija. Puntualmente la cepa E. faecalis N1-33 a sido reconocida por la produccién
de enterocinas tipo N con potencial aplicacion como bioconservador (Hata et al., 2007, sin
publicar), caracteristica que en el queso Cotija resulta ser de gran utilidad, debido al uso

de leche bronca y ausencia de tratamiento térmico durante su elaboracion.
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Con este antecedente en el grupo de trabajo Santiago, (2007), evalu6 el potencial
bactericida o bacteriostatico de 4 de los aislados empleados como patron de migracion, en
la fase logaritmica tardia y en la fase estacionaria temprana de crecimiento, mediante la
prueba en microplaca y difusién en agar, utilizando como microorganismo indicador a
Micrococcus lysodeiktikus y S. aureus, respectivamente. Para la prueba en microplaca la
actividad se defini6 como la disminucién en 0.001 de la D.O. a 595nm por minuto, como
resultado de la lisis celular del microorganismo indicador (Lee & Yang, 2002). La
produccion de enterocinas de los aislados se reporta como mg de proteina en el
sobrenadante.

Los resultados (Tabla XXVI) indican que los aislados KA, 6 y KA; 8 clasificados
como E. faecalis N1-33 y los aislados KA, 2 y KA, 9 clasificados como E. faecium UC824

muestran actividad bacteriostatica ante S. aureus y Micrococcus lysodeiktikus.

Tabla XXVI. Potencial bacteriostatico de los aislados empelados como patron de
migracion.
Prueba presuntiva vs Actividad especifica vs
S. aureus en placa Micrococcus lysodeiktikus
(mm halo de inhibicion/mg en microplaca
proteina) (U/min*mg proteina)
Aislado Presunta identidad F"’?SG. F"?‘Se . F?S‘". F"?‘SG .
logaritmica estacionaria | logaritmica | estacionaria
KA, 6 E. faecalis N1-33 33.33 18.31 4.54 2.28
KA; 2 E. faecium UC824 Nd 42.86 51.49 5.81
KA: 9 E. faecium UC824 Nd Nd Nd 6.15
KA, 8 E. faecalis N1-33 Nd Nd Nd 5.93

Nd no detectado.

Secuenciacion del producto de PCR separado por DGGE.

Para la identificacion de las 4 restantes bacterias distintivas posicionadas en 0.32,
0.52, 0.62 y 0.65, se procedio a cortar la banda directamente del gel, se recuperé el
amplicén, se reamplificé y secuencio tal y como se describid en el apartado 6 de la seccién
MATERIALES Y METODOS.

En 3 de las 4 secuencias resultantes se observaron regiones extensas donde las
bases nucleotidicas eran indeterminadas debido a la presencia de dos o mas amplicones

que se interferian al secuenciar, hecho atribuido a la co-migracion, lo que hizo imposible
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su clasificacion. Por lo que esta estrategia so6lo permitio identificar a la bacteria distintiva
posicionada en 0.52, cuya secuencia de 198 b fue clara (ANEXO IlI).

La comparacién de la secuencia con la base de datos mostré cinco resultados
(Tabla XXVII), para el género Marinilactibacillus que difieren en cuanto a especie y cepa,

para los cuales el porcentaje de identidad varia entre 97 y 96%.

Tabla XXVIl. Resultados de la comparacion en el BLAST para la banda 0.52
No. Acceso Bacteria Cepa % ldentidad E value
DQ344838 Marinilactibacillus sp. 89.1 mbsf 97 5e-78
AB247277 M. piezotolerans JCM12337 97 5e-78
AY485792 M. piezotolerans LT20 97 5e-78
DQ361015 M. psychrotolerans 1MD 96 2e-76
AB083406 M. psychrotolerans M13-2 96 2e-76

Las especies Marinilactibacillus psychrotolerans M13-2 y de Marinilactibacillus
piezotolerans LT20, se relacionan en un 99.5%, lo que representa una diferencia de 7 b de
entre 1332 b. Este porcentaje fue observado al comparar mediante un alineamiento
multiple las secuencias completas del gene ADNr 16S de las especies Marinilactibacillus
psychrotolerans M13-2 (No. Acceso AY485792) y de Marinilactibacillus piezotolerans LT20
(No. Acceso AB083406), tomadas del GenBank (Figura 39). Esta cercana relacion ya
habia sido observada por Toffin y colaboradores, 2005, al reportar un 99% de similitud

entre estas dos especies.
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M psychrotolerans LACGGATGCTAATACCGCATATCTCTTCGAGAC GCCTCTCTCTTAGATGALAGGTGGCTT
M piez0tol8kansd - - o BALGGTGGCTT 229 ph

FTEEEEIEESNETSNE

M psychrotolerans CGGCTGCCGCTTATGRATGEACCCGOGGE GTATTAGCTAGTIGETGAGGTAATGGCTCAC
M piezotolerans CGGCTGCCGCTTATGGATGGAC CCGOGGC GTATTAGCTAGT TG TRAGGTAATGGCTCAC 233 ph

i e e o e il i e e e i e e e e i e e i i e e i e e i e i i e e e e e

M psychrotolerans CAAGGCTGTGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATC GECCACACTGEGACTGAGACACG
M piezotolerans CAAGGCTRTEATACGTAGCC GAC CTRAGAGGGTFATC GECCACACTGRGRACTAGACACG 349 b

b e e ol o e ol el e i e el e i ol e e e il il ol e o el el e e ol

M psychrotolerans GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATC TTCCACAATGGGTCALMACCTGATG
M piezotolerans GCCCAGACTCCTACGEGAGGCAGCAGTAGGGALTCTTCCACAATGGETRARRLCCTGATG 409 ph

R T T R A T AN F A A AT AT A AR AT AT AT
M psychrotolerans GAGCAATACCGCGTGAGTGAAGAAGGTCTTCGGATCGTARAGCTCTGTTGTTAGAGLLGA
M piezotolerans GAGCAATACCGO T RAGT GALGAAGGTCTTCGEATCETARAGCTCTGTTGTTAGAGALGE 469 ph

e e e T
M psychrotolerans ATAAGTCGGETAGTAACTGCCCCGECCTTGACGETATCTAAC CAGALAGTCACGGCTALL
M piezotolerans ACRAGTCGGGTAGTAACTGCCCCGGCCTTRACGGTATCTAAC CAGALAGTCACGRY TAAC 529 ph

e i o i o e e o i e o e e i i e il i e e e e e e o e e i e i o e e o i e o R

M paychrotolerans TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGACAAGCGTTGTCL GGATTTATTGGGCGT
M piezotolerans TACGTGCCAGCAGCCGCGETAATACGTAGST GACALGC GTTGTCCGEGATTTATT GGGCGT 559 ph

e e e e e e e e
M psychrotolerans AAAGCGAGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGALLGCCCACGGCTCALCCGTGEAGE
M piezotolerans AR GEGAGCGCAGGC GETCTTI TAAGTCTGATCT AL GCCLACGGETCALCCGT A 649 ph

e T e e e R T e R T T
M psychrotolerans GTCATTGGARACTGGALGACTTGAATGLAGAAGAGGALLGTGEALRTTCCATGTGTAGLGE
H piezotolerans GTCATTGGAAMCTGGAL GACTTCAATGCAGALGAGGAALCTGEAATTCCATGTGTAGC GG Y09 ph

el o i e e e i e i e e il e i e e e e e i i e el e i il e e e e i i e e e i i e e e ol e e e

M psychrotolerans TRAAATGCGTAGATATATGGAGGALCACCAGTGGC GAAGGCGACTTTCTGGTC TG TAATT
M piezotolerans TGALATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTALTT 769 ph

e e e e e
M psychrotolerans GACGCTGAGGCTCGAALGC GTGEGEAGCGALCAGEATTAGATACCCTGETAGTCCACGEE
M piezotolerans GACGCTGAGGCTCGAALGCGTGGGEAGCGALCAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCD 5249 ph

i e ol e e ol e o e e e e e e e e o o e e e e ol e e ol e ol i e e e e e 2 e e e e o e ol e e 2l e e 2l e e e e e e e e i e o

M paychrotolerans GTAAMCGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTITCCGCCCTTCAGTGLTGGAGCTAMCGCAT
M piezotolerans GTaddCGATGACTGCTALGT GTT rRAGGGT I TCCGCCCTTCAGTGCTGEAG-TAACGCAT 359 ph

B R R E R E A A AR A A A A E A A FF A A S IR A S I AT AT AT IR ENFA_ S A AEFAES
M psychrotolerans TAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGARACTCAAAGGAATTGACGGGGAC
M piezotolerans  TAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTRALACTCAAAGGAATTCACGGGGAC 249 ph

e e i e i e e i i i e i i e i i e i i e i i i i i i e i i e i i i e i i i

M psychrotolerans CCGCACALAGCGGTGRAGCATGTGGTT TAATTCGALGCAACGC GAAGALCCTTACCAGETC
M piezotolerans  CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGC GALGAACCTTACCAGGTE 1,009 ph

e i o i e o i i i i i i e i i il i i e i e i e i i i e i i i e i i

M paychrotolerans TTGACATCCTCTGALCACTCTAGAGATAGAGCTTTOCCTTCGEGRACAGAGTACAGGT
M piezotolerans  TTGACATCCTCTGAALCACTCTAGAGATAGAGCTTTC--TTCGGGGACAGAGTGACAGGTS 1,063 ph

e e e e i i i e e i i i i i i i e i i i e e e e e e e i i e i i i e e i i S

M psychrotolerans GTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTALGTCCCGTALC GAGLGLA
M piezotolerans GTGCATGETIGTCGTCAGCTCGTGTC CTCAGATGTTGGET TAAGTCCCGTAACGAGCECA 1 129 ph

R R R A A T AN A A TR T AR AR AN AN A AT E N TR ETTRTH

M paychrotolerans ACCCCTATTGTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAGCGAGLCTGCCGOTRATAMLL

M piezotolerans  ACCCCTATTGTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAGCGAGLCTGCCGGTGATALL 1 189 ph
Lt R e e e R T R e e e

M paychrotolerans CCGGAGGAAGGCGGEEATGACGTCALS T ATCATGECCCTTATGACCTGLGCTACACACG

M piezotolerans COGGAGEAAGGLGLGEATACGTC AL A TTATCATN CCCCTTATGACCTOLGCTACACACE 1,249 ph

| i3 i e e e i i i e i i i i il e i i i e e i i i S i i i i i e e e e e i i e i i e i i i
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M psychrotolerans TRCTACAATGGATGGTACAAC GAGTTGCGLGLCCGEGAGETTTAGC TAATC TCCTALLGE

M piezotolerans  TECTACARATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGC GAGGTTTAGCTALTCTCCTALLGE 1,309 ph
b o el el e il e el el ol el e e i e el ol e e il e e e e el el e

M peychrotolerans CATTCTCAGTTCGEATTGCAGGCTGCALCTCGLCTGCATAAGL TEGALTC GCTAGTAAT

M _piezotolerans CATTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGLAACTCGCCTGCATGAAGCTGEAATCGCTAGTALT 1 369 ph
b ol ol el ol e il el e e il el el i e il e el e

M psychrotolerans CRCGGATCAGALCGCCGLGGTRAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGLCCGTCACAL

M piezotolerans CGCGGATCAGLACGECGEGGTRARTACGTTCCCGGGTCTIGTACACACCGCCCGTCACAC 1,429 ph
b o el e il e el i e il e e el e e e e el e e i e el e e e

M peychrotolerans CACGAGAGTCTGTAACACCCGALGTCGGTAGGFTALCCCTTTTRGGRAGECAGLCECCGAL

M piezotolerans CACGAGAGTCTGTAACACCCGALGTCGETAGGGTAACCCTITTGGEAGCCAGCCGCCGAL 1 489 ph
b ol el el e i e il e e ol el e e i e e e e i e il e e e e el el

M psychrotolerans GRTGGGATGGATGATTG G- ————————————m e

M piezotolerans GETFEEATGEATGATTGEGETCAAGTCOTAACAAGETAGCCGTATCGLAAGGTGCEECTE 1 543 ph
e e e e i i i il e e i

M psychrotolerans -

M piezotolerans GATC

Figura 39. Alineamiento multiple de las secuencias del gene ADNr 165 que corresponden a
Marinilactibacillus piezotolerans LT20 (No. Acceso AY485792) y Marinilactibacillus psychrotolerans
M13-2 (No. Acceso AB083406), construido mediante el CLUSTAL W version 1.83 (Thompson et al.,
1994). Las posiciones enmarcadas en un recuadro indica la presencia de bases diferentes en la
misma posicion. La posicion de las secuencias se asigno empleando los cebadores 27F y 1492R para

E. coli K12.

Dentro del gene ADNr 16S, entre las posiciones 433 y 497, de acuerdo a Brosius et
al., 1978, se ubica la region hipervariable V3. De las 64 b que contiene, 1 b es la que
permiten distinguir a las especies Marinilactibacillus psychrotolerans M13-2 (No. Acceso
AY485792) y Marinilactibacillus piezotolerans LT20 (No. Acceso AB083406). La secuencia
de 152 b obtenida en este estudio a partir de la banda 0.52, contiene esta unica diferencia
ubicada en la posicidén 471, lo que la haria mas semejante a la especie psychrotolerans
(Figura 40). Sin embargo, esta diferencia no se considera suficiente para clasificar a la
banda 0.52 a nivel de especie.
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&

Figura 40. Alineamiento mdltiple de la regién V3 del gene ADNr 16S correspondientes a la
banda 0.52, Marinilactibacillus piezotolerans LT20 (No. Acceso AY485792) y Marinilactibacillus
psychrotolerans M13-2 (No. Acceso AB083406), construido mediante el CLUSTAL W versiéon 1.83
(Thompson et al., 1994). El simbolo * indica la presencia de bases diferentes en la misma posicién.
El fragmento subrayado de las secuencias corresponde a la seccién hipervariable de la regién V3
(Brosius et al., 1978). La posicion de las secuencias se asigno empleando los cebadores 27F y 1492R
para E. coli K12.

La presencia del género Marinilactibacillus en productos fermentados de origen
lacteo como lo es el el queso Cotija, ya habia sido previamente reportado.
Especificamente la especie M. psychrotolerans cepa M13-2, fue la primera de este género
en ser aislada de un queso rojo madurado untable de origen aleman, encontrandose en
una concentracion de entre 10° — 10’ UFC por g de queso (Maoz et al., 2003). La cepa
021, de esta misma especie, también fue aislada de un tipo de queso similar untable de
origen francés en niveles de 8 x10® UFC/mL, que representa el 15% de la poblacion total,
ambos quesos contienen entre 1.5 - 3% de sal de mar (Feurer et al., 2004). Otra cepa la
1MD fue aislada en una concentracion de 10° — 10" UFC por g de queso de la superficie
de quesos madurados untables de origen frances como el Munster, Maroilles, Epoisses,
Livarot, Langres (Monnet et al., 2006). Las cepas M13-2 y 021 fueron descritas
primeramente por Ishikawa y colaboradores, (2003) junto con otras cinco cepas en
organismos marinos.

En la Tabla XXVIIl se muestran algunas de las caracteristicas fenotipicas de las
especies M. piezotolerans y M. psychrotolerans (Toffin et al., 2005; Ishikawa et al., 2003),
de donde resalta su capacidad de usar la lactosa y su caracter halotolerante e inclusive
haldfilico lo que les permite colonizar en ambientes con alto contenido de sal, como lo es

el queso Catija.
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Si se quisiera identificar en el queso Cotija la presencia del género

Marinilactibacillus a nivel de especie, se sugiere la busqueda de genes distintivos que sélo
estén presentes en una de las especies, por ejemplo: un fragmento de la secuencia
codificante de la B-galactosidasa que distinguiria a Marinilactibacillus piezotolerans. O la

secuenciacion de una region mayor o de otra region hipervariable del gene ADNr 16S.

Tabla XXVIII. Caracteristicas fenotipicas de las especies y cepas de
Marinilactibacillus.
M. piezotolerans LT20

Caracteristicas fenotipicas M. psychrotolerans M13-2

Act. Catalasa Positiva Negativa
Act. Oxidasa Negativa Negativa
Act.[1B-galactosidasa Positiva Negativa
Tincion Gram Positiva Positiva
Prod. esporas Negativa Negativa

CHO’s Fermentables

Lactosa, glucosa, galactosa

Lactosa, glucosa, galactosa

Movilidad Negativa Positiva, flagelos peritricos
Respiracion Anaerobia facultativa Anaerobia facultativa
% NaCl éptimo (p/v) 1-2 2-3.75
rango % NacCl (p/v) 0-12 0-20.5
pH 6ptimo 7-8 8-9.5
rango pH 7-9 6-10
T 6ptima (°C) 37 -40 37- 40
rango T (°C) 4 -50 -1.8a45
P. hidrostatica (MPa) 0.1 6ptima; tolera 30 Sin estudio
% molar G+C 42 36.2

(Toffin et al., 2005; Ishikawa et al., 2003).

Secuenciacion del inserto separado por clonacion.

La clonacién se utiliz6 como un método alternativo de separacion, para resolver el
problema de la co-migracion, que se presentd en las bacterias distintivas 0.32, 0.62 y 0.65.
Los amplicones fueron reamplificados en las condiciones descritas para favorecer la

adenilacion del extremo 3.
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Los resultados muestran (Figura 41) dos bandas definidas de aprox. 200pb que
corresponden a las bacterias distintivas 0.32 y 0.62. No se logré la reamplificacion de la

bacteria distintiva 0.65.

260 ph

Figura 41. Amplicones reamplificados de las bacterias distintivas 0.32 (1) y 0.64 (2).
Marcador O" Range Ruler 50pb DNA Ladder (M), de izq. a der. Gel de agarosa al 2%(p/v) con
Img/mL de BrEt, Vol. carga: 8 pL de una reaccién de 200ng molde.

Se prosiguio con la construccion del plasmido (vector + amplicon) y posteriormente
la transformacion. Se obtuvieron 0 colonias para el control negativo, 175 colonias para la
bacteria distintiva 0.32 y 120 para la bacteria distintiva 0.62. Se subcultivaron 10 colonias
de cada transformacion.

Después de aislar los plasmidos, se eligié al azar uno de cada bacteria distintiva y
se llevd a cabo la digestion (Figura 42) la cual permitié linearizar la construccion y el vector
para confirmar el tamafio esperado de 4,150pb (3956pb Vector + 200pb amplicdén sin

grapa GC) y 3,956pb, repectivamente.
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Figura 42. Se muestra de izquierda a derecha; la digestién de la construccién que contiene a
la banda 0.32 (1), vector pCR4-TOPO (2), la construccién que contiene a la banda 0.62 (3) y el
marcador 1kb DNA Ladder, INVITROGEN (M). Gel de agarosa al 1%(p/v) con Img/mL de BrEt,
Vol. carga: 3 pL.

Las construcciones de interés se enviaron a secuenciar al Instituto de Fisiologia
Celular, UNAM, con el cebador T3.

Las secuencias resultantes (ANEXO lll) al ser comparadas con las bases de datos

mostraron los siguientes resultados: para la banda 0.32 se presentaron 7 opciones (Tabla

XXIX), para el género Vagococcus que difieren en cuanto a especie y cepa, para los

cuales el porcentaje de identidad varia entre 100 y 98%.

Tabla XXIX. Resultados de la comparacion en el BLAST para la banda 0.32.

No. . % E Ambiente
Acceso Bacteria Cepa /Clona Identidad | value
AY511744 *Clona GC113.18 | 100 | 5e-9g | Hieces de vaca’Petrids et al.,
Hierbas y alimentos
AY433935 | Vagococcus sp. | cmufm6-2 99 2e-96 | fermentados. *Pruksakorn et al.,
2003.
DQ364595 | Vagococcus sp. 9.28 98 1e-94 %Joeﬁro de bdfalo. “Sheds et al.,
DQ395281 | V. lutrae F01595 98 | 1e-94 | Sedimento marino. “Morey et al.
Composta de sedimento de
AB211029 | Vagococcus sp. SSCS12 98 1e-94 | aguas cloacales. *Ohnishi et al.,
2005.
Y17152 V. lrae | CCUG39187 | 98 | 1e-94 | organcs de nutria. Lawson etal.
Carne molida de res y granja de
AY179329 | V. carniphilus 1843-02T 98 5e-93 | peces. Shewmaker et al., 2004;

Michel et al., 2007.

#*No cultivable. * Trabajos sin publicar.
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Las especies Vagococcus lutrae CCUG39187T y Vagococcus carniphilus 1843-
O2T, se relacionan en un 96.7%, lo que representa una diferencia de 48 b de entre 1463
b. Este porcentaje fue observado al comparar mediante un alineamiento multiple las
gene ADNr 16S de
CCUG39187T (No. Acceso Y17152) y Vagococcus carniphilus 1843-O2T (No. Acceso
AY179329), tomadas del GenBank (Figura 43).

observada por Shewmaker y colaboradores, (2004), al reportar un 96% de similitud entre

secuencias completas del lutrae

las especies Vagococcus

Esta cercana relacion ya habia sido

estas dos especies, al comparar 1407 b.

V_lutrae
V_carniphilus

V_lutrae
V_carniphilus

V_lutrae
V_carniphilus

V_lutrae
V_carniphilus

V_lutrae
V_carniphilus

V_lutrae
V_carniphilus

¥_lutrae
W_carniphilus

¥_lutrae
W_carniphilus

V_lutrae
V_rcarniphilus

————————— TGGEGGEGTECCTALTACATGCARGTCGAACGCTTCT-TITTCACCGGETG
GACGAACGCTGGCGGCGTOCTAATACATGCASGT CraACGCTTTGATTTTCACCGGA-> 35 ph

e e i e i i e e i i e e e i i e e e i e i e e e i e i o FERFETEEETN *
CTTGOACCCACCGAGLLE - GAGEAGT GG GGACGEETFAGTAACLACGTGGECAACCTGCC
CTYGCO-TCCACC AL TCARAGAGTGGC GEACGEETFAGTAACACGTGEGCARCCTGCC 145 ph
LT T S T P R P L e
CAICAGAGGGGGATALCACTTGCARRCAGGTGCTAATACCGCATAATTCTITTTGTCGCC
CANCAGAGGEGGATALCACTTGCAARCAGETGCTAATACCGCATALTTTGTTTITCCGCA 205 ph
e E e e e e R e R e e T
TEACAGAGLGATALLE FACGCTTTCGGGT GTCACT GATGGATGGGCCCGEGCTGLATTAR
TOGAL G TARTARLAFACGCTTC-—GETETCACTRTIGRATGGGC CCOCGCTECATTA 265 ph
E | FEE EEERETEETEEEE FEEEETAEEL AT EE T AT RS EEANEE LA AL LS
CTAGTTGGTGGGET AL GG TCAC CALGG S CATGAT GCATAGCCGACCTCAGAGGLTGAT
TTAGTTGGTGEGGTALCGGC L TACCARGACATGATGCATAGCCGACCTCGAGAGGGTGAT 325 ph

e e o e e e o o e ek o o e e e e iR o o e o e ke o o e g o o e e o

CoGCCACAC TG FACTCAGACAC GGCCCAGACTCCTAC GOGAGGCAGCAGTAGGALTCT
CGGCCACACTGGFACTCAGACAC GGCCCAGACTCCTACGEGAGGCAGCAGTAGGFASTCT 3585 ph

e R e e e e A R R R R R e e e e
TCGGCARTGEACGALAGTCTGAC C GAGCAACGCCGOGTRAGTGALGAAGGTTTTC GHATC
TCGGCARTGEACGALLGTCTGAC CAGCAACGLCGELTRAGTCARGAAGETTTTC GHATC 443 ph

FEFEEE T LTI E TR LT T LI LT LT LI LTI L LTI X T XL LTI LTI E LT LT LT EEE5 %

GTARRACTCTGTTGTTAGAGALGAACAAGT GAGAGAGTEACTGTTCTCACCTTGAC GETA
CTAAAACTCTCTTGTTAGAGALAACAAGTCAGAGAGTTACTGTTCTCACCTTGACGETA 505 ph

el ol ol il el il o e i i S ol ol ol ol ol i i o

TCTAACCAGARRGCCAC GO TAACTACGTGOCAGCAGCCGCGETAATACGTAGETGRCAR
TCTAACCAGARRGCCACGGCTAACTACGTGOCAGCAGCCGLGETAATACGTAGETGRCAR S65 ph

ol e ol e e e e e e e e i i i i e e i e e e i e e
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V_lutrae
¥_carniphilus

V_lutrae
¥_carniphilus

V_lutrae
V_rcarniphilus

V_lutrae
V_carniphiluzs

¥_lutrae
¥_carniphilus

V_lutrae
V_carniphilus

V_lutrae
¥_carniphilus

V_lutrae
V_carniphiluzs

V_lutrae

GCGTTGTCCGRATT TAT TG CGTAAL G CAGC GLAGGCGETICCTTAAGTCTEATGT Gl
GCGTTGTCCGEATTTATTGGGLGTAARGECAGCGCAGGCGETITCTTAAGTCTEATGT A 525 ph

T T T T e e T e
ABRGCCOCCGGCTCAACCOGGGARGETCATTGGALACTGEGGALCTTGAGTCCAGLAGAGD
AAGCCCTCGGCTCAACCGAGGAAGETCATTGRALLCTGEGEALCTTGAGT GLAGAAGAGS B35 ph

L e e e e e e e
AEAGTGEAATTCCATGTGTAGE LT A TGO GTAGATATATGEAGEARCACCAGTGGLF
AEAGTGEAATTCCATGTGTAGC T FAALATGLGTAGATATATGRAGEARCACCAGTGGCF 745 ph

e e e e
A GGCGACTCTCTGETC T GTAACTGAC G TGAGGC T GALAGEGTGLGEAGCAARC A G
AAGGECGACTCTCTGETCTGTAACTGACGCTCAGGC T RAL A GCFTREEAGCARLCAGEL 505 ph

oo o o o o o ol ol e ol ol ol ol el o ol il i i il i e e e e e el e el ol e ol

TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTARLC GATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGE
TTaGATACCCTGGTAGTCCACGECGTARAC GATGAGTGC TALGTGT TGEAGGGTTTC LG 565 ph

R R R A R A A AN A A A AN A A AN A AT AN T A AATA AN
CCTTCAGTGETCCAGT AL CGCAT TAAGCACTCCGOCTELLEAGTACGECGLALGGCT
CCTTCAGTGCTGCAGT TALCGCATTAAGCACTCCGCCTELGGAGTACGGECGLAAGGCTEAZS ph

T e e T e e
AAACTCARLGEALTTRAC GGGGGCCCGCACAAGCGETOEAGCATGTGFT T TAATTC AL
AMACTCAMAGGAATTGAC GEGHFCCCGCACARGE GETGGAGCATGTGETTTAATTCGALG 955 ph
T T Y
CAACGCGAAGRACCTTACCAGGTCTTGACATCCTT TGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTC
CAACGCFAAGRACCTTACCAGGTCTTGACATCCTITGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTIC 1,045 ph

oo ol o ol ol ol e ol ol ol ol el ol ol i i ol el i il ol o el il e el e e e e e e e el ol el ol

CCTTCGGGGAC ARG T GACAGETGETGCATGETIGTCGTCAGCTCGTGTC GTGAGATGTT

V_rcarniphilus CCTTCGGGGACALAGTGACAGGTGETGLATGGTTCTCGTCAGCTCGTGTCGTHAGATGTT 1,105 ph

e o e i i e e e el e e e e e i i e i i e i e e e e e i i i e i i e i e e i e

W _lutrae GEGTTAAGTCCCGCALC GAGCGCAAC CCTTATTGT TAGT IGCCATCATTCAGTIGGGCAC
W _carniphilus GGGETTAAGTCCCGCAAC GAGCGCAACCCTTATTGTTAGTIGCCATCATTCAGTTGGGCAC 1,163 ph

R A A R A R A R A R R R A T A A AR A AR A AT A A A A A A AL A EEAETATEAS
¥ _lutrae TCTAGCFAGACTGCCGET GACARRCCGLRAGGALGLETREEFAT CACGTCALATCATCATGE
W _carniphilus TCTAGCGAGACTGCCGETGACAARCC GEAGGLAGGTGGEEATFACGTCAAMTCATCATZE 1,225 ph

e e e e e e

¥_lutrae CCCTTATGACCTGGGC TACACACGT G TACAATGLACAGTACAATEAGT TFOFAGLC CGC

W _rcarniphilus COCTTATGACCTGGGC TACACACGT GO TACAATCEACGETACAAT CAGTCGOALGACCGC 1,285 ph
e e e e e

V_lutrae GAGGTTTAGC TAATCTCTTALLGC T TTCTCAGTTCGEATTGCAGGCTFLAALCTCGCCTZ

¥_carniphilus GAGGTTTAGCTAATCTCTTALLGCC STTCTCAGTTCGGATTRTAGGCTGCAACTCGCCTA 345 ph

Rk Rk Rk ke e R e
W _lutrae CATGAAGLCGGAATCGCTAGTAATC GLGEATCAGLLC GCOGLGETFAATACGTTCCCGGE
¥_carniphilus CATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATC GTGGATCAGCACGCOACGGTGAATACGTTCCEGGE 1,405 ph

A R A A R R A T A AT A AT AT TR I FL FFFTRES F A AT AT A AT T AT TR AFFNN
¥ _lutrae CCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGT T TGTALCACCCALA FTCGET AGGTARL
¥ _carniphilus CCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGT I TCTAACACCCAALGTCGETFAGGTAR 1 465 ph

b e ol e i i el i i e e e e e el e e e i e e i e i e e i el i e e e e el

¥_lutrae CCTTCHGEAGCCAGCCGECTAAGET GEGAT AT —— - -~ —— - ————————— - —————
¥ _carniphilus CCTTTTGGAGCCAGCCGLCTAAGGTGGGATA SATGATTGEGETFAAGTCGTAACALGETA 1 525 ph

FEENR Car e e i e i e i e e e e e e e e e

¥ _lutrae
¥_carniphilus GCCGTATCGRAAGGTGE

Figura 43. Alineamiento multiple de las secuencias del gene ADNr 16S que corresponden a
Vagococcus lutrae CCUG39187T (No. Acceso Y17152) y Vagococcus carniphilus 1843-O2T (No. Acceso
AY179329), mediante el CLUSTAL W version 1.83 (Thompson et al., 1994). Las posiciones
enmarcadas en un recuadro indica la presencia de bases diferentes en la misma posicién. La
posicion de las secuencias se asigno empleando los cebadores 27F y 1492R para E. coli K12.
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Dentro del gene ADNr 16S, entre las posiciones 433 y 497, de acuerdo a Brosius et
al., 1978, se ubica la region hipervariable V3. De las 64 b que contiene, 1 b es la que
permiten distinguir a las especies Vagococcus lutrae CCUG39187T (No. Acceso Y17152)
y Vagococcus carniphilus 1843-O2T (No. Acceso AY179329). La secuencia de 152 b
obtenida en este estudio a partir de la banda 0.32, contiene esta unica diferencia ubicada
en la posicion 484, lo que la haria mas semejante a la especie lutrae (Figura 44). Sin
embargo, esta diferencia no se considera suficiente para clasificar a la banda 0.32 a nivel

de especie.

BANDA 0.3Z2 TAGGEAATCTTOGECAATGEACGAALGT CTGACCGAGCAACGCCGCETEAGT GAAGAL 433 ph
Vagococous carniphilus A¥179329,1 TAGGZAATCTTCGGCAATGEACGAAAGTCTRACCGAGCALACGCCGCGT GAGT GAAGAL
Uaggcgccus lutrae ¥Y17152.2 TAGGGAATCTTCGGCAAT GEACGALAGT CTGACCGAGCAACGOCGCGT GAGT GALGLL
BANDA [0.3%2 GETTTTCEGATCETAALACTCTGTTETTAGAGAAGAACAAGT GATAGACGTAACTGTTA 491 ph
Vagococcus carniphilus A¥179329,.1 GETTTTCGEATCGTAAAACTCTGTT GT TAGAGAAGAACAAGTGAGAGAGTTACTGTTC
Uag ococcus lutrae Y17152.2 SETTTT e eEATEET AN AT ETT T A G, A A G A AN G A b QTN CTETTE

% % .
BANDA 0,32 TCACCTTGACGETATCTAACCAGAAAGCCACGGECTA 527 ph
Vagococeus carniphilus A¥179329.1 TCACCTTGACGETATCTAACCAGAMAGCCACGECTA
Vagoooccus lutrae ¥17152.2 ICACCTTEACGETATCTAACCAGAAAGCCACGGCTA

Figura 44. Alineamiento mdltiple de la regién V3 del gene ADNr 16S correspondientes a la
banda 0.32, Vagococcus lutrae CCUG39187T (No. Acceso Y17152) y Vagococcus carniphilus 1843-O2T
(No. Acceso AY179329), mediante el CLUSTAL W version 1.83 (Thompson et al., 1994). El simbolo
* indica la presencia de bases diferentes en la misma posiciéon. El fragmento subrayado de las
secuencias corresponde a la seccion hipervariable de la region V3 (Brosius et al., 1978). La posiciéon
de las secuencias se asigno empleando los cebadores 27F y 1492R para E. coli K12.

La presencia del género Vagococcus en productos fermentados de origen lacteo
como lo es el queso Cotija, no ha sido reportada previamente. Algunos de los ambientes
donde se ha repostado su presencia y que tienen relaciéon con el queso Cotija son: el
ambiente de granja y ambiente marino, este ultimo debido a que durante su elaboracion se
emplea sal de mar (Tabla XXIX).

En la Tabla XXX se enlistan algunas caractericticas fenotipicas de la especie V.
carniphilus 1843-02T (Shewmaker et al., 2004), de donde resalta su caracter halofilico lo
que le permite colonizar en el queso Cotija.

Si se quisiera identificar en el queso Cotija la presencia del género Vagococcus a
nivel de especie, se sugiere la secuenciacion de una regidon mayor o de otra region

hipervariable del gene ADNr 16S.
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Tabla XXX. Caracteristicas fenotipicas de Vagococcus carniphilus
Caracteristicas fenotipicas Vagococcus carniphilus 1843-O2T
Act. Catalasa Negativa
Act. B-galactosidasa Negativa
Tincién Gram Positiva
CHO’s Fermentables D-ribosa
Movilidad Positiva
Respiraciéon Anaerobia facultativa
% NaCl (p/v) 6.5
pH 7.6
T o6ptima (°C) 35
rango T (°C) 10 - 45
% molar G+C 34

(Shewmaker et al., 2004).

La comparacién con la base de datos del GenBank, de la secuencia contenida en la
banda 0.62, dio como resultado un valor del 100% de identidad y un E valor de 1e-98 para
Enterococcus faecium IDCC2104 (No. Acceso EU003448). En la Figura se observa la

similitud de cada una de las bases 152 b comparadas.

BANDA 0,62 TAGGGAATCTTCGECAATGEACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCETGAGTE 428 ph
Enterococcus faecium IDCCZ104 EUQDQD3445,.1 TAGGEAATCTTICGGCAATGEACGAAAGTCTGACCGAGCAACGLCECGTGAGT G

BANDA 0,62 AAGAAGETTTICGEATCETAAAACTCTGTTCT TAGAGALGAACALGGATGAGA 451 ph
Enterococcus faecium IDCCZ104 EUO0DZ44B.1 AAGAAGETTTICGEATCETALLACTCTGTTGTTAGAGALGALCALGEATGAGL

BANDA 0. 62 - TAACTGETTCATCCC TTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACEGCTA 530 ph
Enterococcus fascium IDCCZ104 EUD03448.1 & - TALCTETTCATCCC TTGACGETATCTAACCAGAAAGCCACGGOTA

Figura 45. Alineamiento mdltiple de la regién V3 del gene ADNr 16S correspondientes a la
banda 0.62 y Enterococcus faecium IDCC2104 (No. Acceso EU003448), construido mediante el
CLUSTAL W version 1.83 (Thompson et al., 1994). El simbolo * indica la presencia de bases
diferentes en la misma posicién. El fragmento subrayado de las secuencias corresponde a la seccién
hipervariable de la regiéon V3 (Brosius et al., 1978). La posicion de las secuencias se asigno
empleando los cebadores 27F y 1492R para E. coli K12.
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El Enterococcus faecium IDCC2104, ha sido reconocido por su potencial funcion
como probidtico (Kwon et al., 2007, sin publicar). En general a los Enterococcus se les
reconoce su papel benéfico en las fermentaciones de alimentos de origen carnico, lacteo y
vegetal (Giraffa, 2002; Hugas et al.,, 2003), por su contribucién en las propiedades
organolépticas y en la calidad sanitaria del producto por su capacidad de producir
enterocinas (Vancanneyt et al., 2002; De Vuyst et al., 2003). Sin embargo, no se debe
minimizar su intervencion en infecciones oportunistas e intoxicaciones (Franz et al., 1999;
Hardie & Whiley, 1997; Kayser, 2003; Lopes et al., 2005).

Prueba de confiabilidad de la clasificacion de las bacterias distintivas.

Para conocer el intervalo de confianza de la clasificacién asignada a las secuencias
contenidas en las bandas 0.32, 0.39, 0.48, 0.52, 0.55 y 0.62, se procedio a realizar el
analisis por Bootstrap. Un total de 44 fragmentos de 152 b (posicion 376 a 528) fueron
analizados, de los cuales 37 corresponden a 13 géneros pertenecientes a la familia de las
BAL’s (Tabla XXXI), 6 a las secuencias obtenidas en éste estudio y una perteneciente a E.
coli str. k-12 substr. MG1655. Los fragmentos fueron alineados utilizando el programa

Greengenes disponible en linea (http://greengenes.lIbl.gov/cgi-bin/nph-NAST _align.cgi).

Tabla XXXI. BAL's empleadas en la determinacion del intervalo de confianza
mediante Bootstrap.

. . No. Acceso -
Microorganismo GenBank Estudio
_ Especies estrechamente
Enterococcus faecium Lz105 EU780144.1 | relacionadas de Enterococcos,

Wang et al., 2008, sin publicar.

_ Ecologia microbiana del koumiss
Enterococcus faecium M0138 EU789396.1 (bebida fermentada de leche de
yegua). Chen, 2008, sin publicar.
Enterococcus faecium | EU003448.1 | Enterococcos  con  potencial
IDCC2104 probidticos. Kwon, sin publicar.

i Productos fermentados de leche
Enterococcus faecium GMRS18 | EU420176.1 | ge camello. Abdelgadir et al.,

2008.
_ Bacterias comensales aisladas de
Enterococcus faecium uc824 AJ968595.1 | sangre de cordon  umbilical.
Jimenez et al., sin publicar.
_ Taxonomia molecular de

Chen, sin publicar.
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: : No. Acceso ;
Microorganismo GenBank Estudio
. Especies estrechamente
Enterococcus faecalis Zy05 EU717965.1 | relacionadas de Enterococcos,
Wang et al., 2008, sin publicar.
Enterococco productor de
Enterococcus faecalis N1-33 AB292313.1 | enterocinas aislado de vegetales
fermentados. Hata et al., sin
publicar.
Enterococcus faecalis | gy285587.1 | Enterococcos aislados de pollos.
C193151ed5A Petersen et al., 2008.
Bacterias cultivables aisladas del
Mayilraj & Saini, sin publicar.
) Bacterias anaerdbias aisladas del
Nayak & Kale, sin publicar.
Nueva especie aislada de
Enterococcus phoeniculicula AY028437.2 | glandulas urinarias. Law-Brown
& Meyers, 2003.
Enterococcus columbae X56422 .1 Especies aisladas de intestino de
pichon. Devriese et al., 1990.
Enterococcus saccharolyticus US30931.1 | Bacteriofagos. Mold-Lawes, 1994.
. Identificacién de Enterococcos en
Enterococcus gallinarum | pQ465366.1 ambientes marinos. Moore et al
F02025 ' N
2006.
Caracterizacion de  Bacterias
Enterococcus sulfureus A36202 | AY184239.1 | Acido Lacticas (BAL’s) en pozol,
bebida de maiz fermentado. Diaz-
Ruiz et al., 2003.
Enterococcus italicus AB362594.1 | Estudio de BAL's. Tanaka et al.,
NRIC 0105 2007, sin publicar.
£ . Nueva especie aislada de
nterococcus saccharominimus | A J626904.1 productos lacteos. Vancanneyt et
LMG22197 al. 2004 '
Vagococcus lutrae CCUG39187 | Y17152.2 | Nueva especie aislada de organos
de nutria. Lawson et al., 1999.
o Nueva especie aislada de carne
2004.
Vagococcus fessus m2661/98/1 | AJ243326.1 | Nueva especie aislada de foca y
marsopa. Hoyles et al., 2000.
BAL’s asociadas a peces Yy
2007.
Nueva especie aislada a partir de
Vagococcus fluvialis X54258.1 | @gua de rio. Collins et al., 1989.
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Lactococcus lactis

subsp.cremoris 3366-01

AM490365.1

BAL’s asociadas a peces Yy
granjas de peces. Michel et al.,
2007.

Estudios referentes a productos

MG1655

Streptococcus thermophilus | EU130904.1 lacteos. Chen et al. 2007. sin
29-2-2 o " ’
publicar.

. Coleccién aislada de mariscos y
Pediococcus pentosaceus | EU080993.1 productos carnicos. Najjari et al.,
BMG 74 sin publicar.

Lactobacillus delbrueckii subsp. | AJ414691.1 | Estudios referentes a productos
lactis ps2 lacteos. Giraffa et al., 2003.
_ . Bacterias aisladas de ambientes
Alloiococcus otitis ALK-6 AY179185.1 | extremos. Ghauri et al., sin
publicar.
_ ) _ Nueva especie aislada de
Dolosigranilum pigrum X70907.1 | infecciones humanas. Aguirre et
al., sin publicar.
Nueva especie alcaldfila obligada
Alkalibacterium olivoapovliticus | AF143511.2 | aislada de agua de lavado del
WW2-SN4a fruto del olivo. Ntougias & Russell,
2001.

o _ Bacterias cultivables aisladas de

Marinilactibacillus piezotolerans | AY485792.1 | gedimento marino. Toffin et al.,
2004.

T : Secuenciacion del gene 16S
Marinilactibacillus piezotolerans .
JCM12337T AB247277.1 ,’chl)?ol\ér. Yamasato & Ishikawa,

Bacterias acido lacticas marinas
Marinilactibacillus AB083406.1 | aisladas de organismos marinos
psychrotolerans M13-2 de templadas y subtropicales

areas. Ishikawa et al., 2003.

o Queso madurado untable de
Marinilactibacillus DQ361015.1 | origen francés. Monnet et al
psychrotolerans 1MD 2006. ' v

. BAL'’s aisladas de masa de maiz
Weissella sp. MRS-109 AF138781.1 | fermentada. Pozol Ampe et al.,

1999.
BAL's aisladas de productos
Leuconostoc sp. R-19397 AJ937758.1 | |acteos de origen rumano. Zamfir
et al., 2006.
Oenococcus oeni 95 St.Mer-8-1 | AB054808.1 | BAL's aisladas de Vino rojo. Sato
et al., 2001.
Escherichia coli str. k-12 substr. U00096
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La relacion filogenetica entre las BAL’s representada en la topologia del arbol
consenso (Figura 46), inferida mediante el método de Neighbor-Joining, agrupa a los 13
distintos géneros por familia, lo que concuerda con lo reportado por Stiles & Holzapfel,
1997. Asi tenemos que Vagococcus y Enterococcus pertenecen a la familia
Enterococcaceae; Lactococcus y Streptococcus a la familia Streptococcaceae;
Pediococcus y Lactobacillus a la familia Lactobacillaceae; Alloiococcus, Alkalibacterium,
Marinilactibacillus y Dolosigranilum a la familia Carnobacteriaceae (Ntougias & Russell,
2001); y Weissella, Leuconostoc y Oenococcus a la familia Leuconostocaceae. Esta dltima
familia presenta una clara separacion de las otras familias tal y como fue reportado por
Olsen y colaboradores, 1991; De Rijk y colaboradores, 1992. Las cuatro familias
pertenecen al orden de los Lactobacillales y al phylum Firmicutes.

Escherichia coli str. k-12 substr. MG1655 pertenecer al phylum Proteobacteria, por lo
que sirvio de grupo externo para dar mayor robustes al analisis.

La cercana relacién y sus caracteristicas fenotipicas similares entre los géneros
Vagococcus y Enterococcus frecuentemente dificultan su diferenciacion por pruebas

convencionales bioquimicas (Collins et al., 1989; Shewmaker et al., 2004).
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Figura 46. Relacion filogenética de las bacterias acido lacticas, empleando la region V3 del
gene ADNr 16S. La relacion filogenética fue inferida usando el método de Neighbor-Joining (Saitou
& Nei, 1987). El arbol consenso inferido de entre 1000 remuestreos, representa la relacion entre las
44 secuencias analizadas (Felsenstein, 1985). El valor que se muestra junto al nodo de donde se
derivan las ramas del arbol, corresponde al porcentaje en el que fueron asociadas las secuencias en
el mismo clado en el analisis por bootstrap, 1000 remuestreos (Felsenstein, 1985). La distancia de la
relacion fue calculada usando el método de Tamura-Nei (Tamura & Nei, 1993). Todas las
posiciones que contenian gaps fueron eliminadas del grupo de secuencias analizadas. Cada una de
las secuencias analizadas contenia 152 posiciones. El andlisis fue realizado empleando el MEGA4

(Tamura et al., 2007).
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En cuanto a la prueba de confiabilidad de la clasificacién, la banda 0.62 y banda
0.39 tienen un intervalo de confianza del 70% de pertenecer a la especie Enterococcus
faecium. Mientras que las bandas 0.48 y 0.55 presentaron un intervalo de confianza del
99% de pertenecer a la especie Enterococcus faecalis.

Para la banda 0.32 el intervalo de confianza es del 93% de pertenecer al género
Vagococcus. Mientras que la banda 0.52 presento un intervalo de confianza del 91% de
pertenecer al género Marinilactibacillus. Un porcentaje mayor o igual a 70 se considera un

valor confiable.

Descripcion del comportamiento de las bacterias distintivas.

En la Tabla XXXIl se resumen los datos de clasificacion de las secuencias

correspondientes a las bacterias distintivas analizadas por el BLAST.

TABLA XXXII. Clasificacion de las bacterias distintivas.
Posicion . . Método | Intervalo de
Microorganismo , e % ldentidad | confianza

identificacion (%)

0.32 Vagococcus sp. ? % 100-98 93

0.39 Enterococcus faecium UC824 @ * 100 70

0.48 Enterococcus faecalis N1-33 * 100 99

0.52 Marinilactibacillus sp. ** 97-96 91

0.55 Enterococcus faecalis N1-33 @ * 100 99

Enterococcus faecium e
0.62 IDCC2104 100 70
065 | - Sin identificar-------- | -memememm | e

*Comparacion con patrones de migracion de cepas aisladas, **Secuenciaciéon del producto
de PCR separado por DGGE y ***Secuenciacion del inserto separado por clonacién. @ Presentes solo
en queso Cotija.

Segun los resultados del analisis global tenemos que (Tabla XXXIII):
Grupo 1) Enterococcus faecium UC824 (posicion 0.39) y Enterococcus faecalis N1-
33 (posicion 0.48 y 0.55) forman parte de los individuos de la Categoria Il, esto es, que
estuvieron presentes desde el inicio de la maduracidon y se mantuvieron durante los 220
dias restantes del estudio adaptandose a las condiciones elevadas de sal, aw bajo y pH
ligeramente &cido, aunque en niveles por debajo del valor de dominio relativo. Este

comportamiento fue independiente del microambiente en el que se desarrollaron.
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Grupo 2) Marinilactibacillus sp. (posiciéon 0.52) forma parte de los individuos de la
Categoria I, por lo que se comporté como individuo dominante durante los 7 meses de la
maduracién independiente del microambiente en el que se desarrollo.

Grupo 3) El comportamiento de Vagococcus sp. (posicion 0.32) durante los 7 meses
de la maduracién fue dependiente del microambiente en el que se desarrolld, esto es,
dominante en A2 y no dominante en A1.

Grupo 4) La presencia no dominante de Enterococcus faecium IDCC2104 (posicion
0.62) fue independiente del microambiente en el que se desarrolld, mientras que la etapa
de deteccion fue influenciada por el microambiente o por la carga inicial de ésta, asi en A1
se detectd desde el inicio hasta el final de la maduracion y en A2 a los 73 dias de iniciada
la maduracion.

Grupo 5) ElI comportamiento de la banda 0.65 es otro ejemplo que sugiere un
microambiente mas estresante en la muestra A1, ya que su desarrollo fue inhibido a los 99
dias de maduracion, mientras que en A2 su desarrollo se favorecié y logro ser detectada a

los 73 dias de iniciada la maduracion, su presencia fue no dominante en ambas muestras.

Tabla XXXIIl. Comportamiento de las bacterias distintivas.
Bacteria icid AT i A2 i
Gpo. Posicion (banda) Categoria (banda) Categoria
3 Vagococcus sp. 0.32 8 1 4 [
1 E. faecium UC824 0.39 13 Il 7 I
1 E. faecalis N1-33 0.48 18 Il 10 I
2 Marinilactibacillus sp. 0.52 19 | 11 [
1 E. faecalis N1-33 0.55 21 Il 12 Il
4 E. faecium IDCC2104 0.62 24 Il 14 v
5 | ---- Sin identificar----- 0.65 25 \Y 15 \Y}

*Las categorias corresponden a las descritas en la pag. 70 y Tabla XXI.
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IX. CONCLUSIONES.

1) El método de extraccion y purificacion de ADN directamente del Queso
Cotija implementado durante este trabajo, permitid obtenerlo en cantidad y calidad
suficiente para la realizacion de la PCR.

2) En la huella génica de las muestras Al, A2 y NOA, se observd una gran
complejidad lo que aunado a la microheterogeneidad y co-migracion dificulté el analisis
e identificacion de cada individuo de la poblacién bacteriana.

3) Los resultados del analisis global de la diversidad, dinAmica y dominancia
relativa de las poblaciones bacterianas, sugieren que las operaciones posteriores a la
obtencion de la cuajada contribuyen ampliamente en la cantidad y diversidad de la
microbiota colonizadora.

4) Los métodos dependientes de cultivo, permitieron aislar BAL's
pertenecientes al género Enterococcus.

5) Por métodos independientes de cultivo se identificaron microorganismos
pertenecientes al grupo de bacterias lacticas que se han encontrado en otros productos
lacteos tradicionales de fermentacidn espontanea. Tal es el caso de Enterococcus y
Marinilactibacillus.

6) La secuenciacion de la region V3 del ADNr 16S permitié identificar especies
de Enterococcus, y a los géneros Vagococcus y Marinilactibacillus.

7) Las especies de Enterococcus identificadas no fueron poblacién dominante,
sin embargo estuvieron presentes y se mantuvieron durante el periodo analizado del
proceso de maduracion.

8) EI género Marinilactibacillus fue dominante durante el periodo de
maduracion estudiado.

9) El género Vagococcus estuvo presente en el periodo de maduracion

estudiado y su domiancia fue dependiente del microambiente en que se dasarrolld.
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X. RECOMENDACIONES.

Debido a que el método de DGGE no es suficiente para establecer una “huella” de
los microorganismos caracteristicos de este producto, por la presencia de los
fendmenos de microheterogeneidad y co-migracion, asi como por la complejidad del
sistema, se recomienda hacer busquedas grupo, género o especie—especificas para

la caracterizacién del producto.
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XI. ANEXOS

ANEXO 1. Variantes del método de extraccion de ADN directamente del

alimento.

En este apartado se describen los protocolos Nubel y colaboradores, (1999) y
Stoolminikit QIAGEN (Figura 47).

Etapa l. Concentracion

Etapa II. Extraccion del
material genético

Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3
Nubel et al, 1999 QIAGEN-modificado ll Stool minikit QIAGEN

Saumitn soumiico RN v L.

Extraccion Orgédnica

C olum na- membra na Columna-membrana
(fenol: cloroformo)

Precipitacidn con Elusiin buffer AE Elusidn buffer AE
etanol 100%%s (v/v) 65°C, 65 °C,

@ Lisis celular - @ Remocion de contaminantes @ Recuperacion de ADN

Figura 47. Esquema general de los tres protocolos de extraccion del material genético.

Protocolo Nubel-Ampe et al, 1999.
En este procedimiento la variante fue la remocion de contaminantes que se llevo a
cabo mediante la extraccion con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) para separar

el ADN de las proteinas.
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1) Proceder conforme a los 5 primeros pasos del protocolo QIAGEN-modificado.

2) Enfriar a temperatura ambiente y adicionar 300 uL de NaCl 5M (la adicion de
SDS y NaCl, es para desestabiliza los agregados proteicos y conferir carga,
respectivamente, lo cual hace eficiente la remocion de proteinas durante la extraccion con
fenol-cloroformo).

3) Dividir el volumen en alicuotas de aproximadamente 0.5 mL en tubos eppendorf
de 1.5 mL.

4) Adicionar 800 uL de la solucion fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), en
la campana.

5) Agitar en el vortex vigorosamente por aproximadamente 15 min, de esto depende
la remocion de las proteinas.

6) Centrifugar a 14,000 rpm durante 5 min. Recuperar la fase acuosa sin tocar la
interfase y transferirla a un eppendorf (2 mL) limpio.

7) Repetir la extraccion (pasos 8-10) hasta que la interfase (proteinas) sea nula.

8) Transferir la fase acuosa a un eppendorf (2 mL) limpio.

9) Adicionar 2 volumenes de etanol al 100% (v/v) a —20°C e incubar a la misma
temperatura por 1 hr, ya que de esta manera se favorece la precipitacion del ADN.

10) Centrifugar a 13,000 rpm durante 20 min., lavar el precipitado con 1 mL de
etanol al 70% (v/v) dos veces, dejar que el etanol remanente se evapore a Tamb.

11) Resuspender el precipitado en 50 uL de buffer TE.

Protocolo Stool minikit QIAGEN
En este procedimiento la variante fue la lisis celular que se realizé mediante la
adicion del buffer ASL (cuyos componentes no se especifican en el manual de uso) y la
adicion de la pastilla inhibitex que elimina los posibles contaminantes presentes en la
muestra gue inhiban la reaccion de PCR.
1) Resuspender el pellet celular en 1.4 mL de buffer AL, agitar e Incubar a 70°C
por 15 min.
2) Adicionar la tableta inhibitex, incubar a temperatura ambiente por 1 min. o hasta
gue la tableta se disuelva completamente.

3) Centrifugar por 3 min a 14,000 rpm
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4) Transferir 800 uL del sobrenadante a un eppendorf limpio (1.5 mL), adicionar
15 ulL de proteinasa Ky 200 uL del buffer AL, agitar vigorosamente.

5) Incubar a 70°C por 10 min.

6) Adicionar 200 pL de etanol al 96% (v/v) a temperatura ambiente, la mezcla se
agita y se vierte todo el volumen a la columna-membrana del kit stool QIAGEN.

7) Continuar conforme a los ultimos 6 pasos del protocolo QIAGEN-modificado.

La eleccion del mejor protocolo se fundamento en los resultados de indice de
pureza y concentracion de ADN (Tabla XXXIV), que posicionan al procedimiento QIAGEN-
modificado como el mejor, por ser con el que se extrajo una mayor cantidad de ADN de

calidad suficiente que permitio la amplificacién (Figura 47).

Tabla XXXIV. Determinacion de la concentracion y
pureza del ADN total.
Procedimiento 260nm/280nm ug ADN/mL
(indice de pureza)
Nubel-Ampe 1.169 20.66
QIAGEN- 1.504 28.65
modificado
Stool minikit 1.308 10.79
QIAGEN

Figura 48. Amplicones usando como templado ADN extraido con el procedimiento Stool
minikit QTAGEN; Carril (1), Procedimiento QIAGEN-modificado; Carril (2), Procedimiento Nubel-
Ampe; Carril (3), Blanco; Carril (4) y Control positivo; Carril (5).
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ANEXO Il. Equipo y soluciones empleadas en el DGGE perpendicular y

paralelo.

Figura 49. Esquema general del equipo empleado para la técnica de DGGE perpendicular.

Figura 50. Esquema general del equipo empleado para la técnica de DGGE paralelo.
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Tabla XXXV. Acrilamida al 40% 37.5:1
Reactivo Cantidad
Acrilamida 38.93 ¢
Bis-acrilamida 1.07¢
dH,O Para 100 mL

***Filtrar a través de una membrana de 0.45 um y almacenar a 4°C en un frasco &mbar, no
mas de un mes.

Tabla XXXVI. Soluciones desnaturalizantes de urea 'y formamida
Reactivo 25% 30% 60% 70%
Acrilamida 40% 20 mL 20 mL 20 mL 20 mL
Buffer TAE 50X 2 mL 2mL 2mL 2 mL
Formamida 10 mL 12 mL 24 28 mL
Urea 1059 269 25.2 29.4 ¢
dH,O cbp 100 mL

*** Desgasificar durante 10-15 min. Filtrar a través de una membrana de 0.45 pm y
almacenar a 4°C en un frasco &mbar hasta por un mes. Concentracion final de arcrilamida 8%, ideal
para separar amplicones de 200-400pb.

TablaXXXVIl. Buffer TAE 50X
Reactivo Cantidad Concentracion final
Tris base 242.09 2M
Acido acético glacial 57.1 mL 1M
EDTA 0.5M, pH 8.0 100.0 mL 50mM
dH>O Para 1L

***Posterior a la mezcla, esterilizar y almacenar a temperatura ambiente.

Tabla XXXVIII. Persulfato de
amonio (APS) al 10%

Reactivo Cantidad
APS 0.05¢g
dH,O 500 puL

***Se prepara al momento de utilizarlo. No se recomienda almacenarlo, adicionar 50 pL y
10 pL de TEMED a 20 mL de solucién desnaturalizante, tiempo de polimerizacion 1hr.
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Tabla XXXIX. Buffer TAE 1X

Reactivo Cantidad
Buffer TAE 50 X 140 mL
dH,0 Para 7 L

***GSe recomienda utilizar no més de dos veces, en la electroforesis.

Tabla XL. Buffer de carga
Reactivo Cantidad
2% de Azul de bromofenol 1.4 mL
2% de Cianol-xilenol 6.0 mL
Glicerol al 100% 7.0 mL
dH>O Para 20.0 mL

***Se recomienda adicionar 0.25-0.5 pL de buffer de carga por 1uL de amplicén.

Tabla XLI. Procedimiento de la tincién de plata.
No. | Etapa del proceso Procedimiento Tiempo de
incubacién
1 Fijacion Sumergir el gel en la solucion 30 min. o
fijadora. toda la noche
2 Impregnacion con | Reemplazar la solucién fijadora por 30 min.
plata la solucién tefidora. Incubar.
3 Lavado Reemplazar la solucion tefiidora por 1 min.
el agua de lavado.
4 Revelado Adicionar la solucién reveladora. 6 min.
5 Paroy Adicionar la solucibn de paro y 30 min. o
almacenamiento | almacenamiento 5X. toda la noche

Tabla XLIl. Reactivos empleados en la tincién de plata.

Reactivo

Formulacion

1 Solucion fijadora

25 mL de la solucion fijadora 5X mas
100 mL de etanol al 24%.

2 Solucién tenidora

25 mL de la soluciéon tefiidora 5X
mas 100 mL de agua destilada.

Solucién
reveladora

25 mL de la solucién reveladora 5X,
125 plL de tiosulfato de sodio y 125
uL de formamida méas 100 mL de
agua destilada.

4 | Solucion de paroy
almacenamiento

25 mL de la solucion de paro y
almacenamiento 5X mas 100 mL de
agua destilada.

5 | Agua para lavado

125 mL de agua destilada
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ANEXO Ill. Secuencias de laregion V3
del gene ADNr 16S
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Enterococcus faecalis N1-33 Grupo B posicidn 0.55
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Enterococcus faecium UC224 Grupo F posicion 0.39
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Enterococcus faecalls N1-33 Grupo G posicion 0.48
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ANEXOS

Marinilactibacillus sp. posicion 0.52
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ANEXOS

Vagococcus sp. posicion 0.32
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ANEXOS

Enterococcys faecium IDCC2104 posicion 0.62
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