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RESUMEN

En el presente trabajo se determiné la diversidad de bacterias lacticas presente
en una muestra de pozol tipo indigena con 8-10 horas de fermentacién, por
medio del analisis de secuencias parciales de ADNr 165. Estos genes fueron
amplificades por PCR empleando un par de primers universales hacia bacterias
Gram (+) y relacionadas, a partir del ADN extraido de la fraccién bacteriana total
de la muestra de pozol por un método indirecto. Los ADNr 16S amplificados por
PCR fueron clonados y se obtuvo una coleccién de 36 clonas de las cuales se
detectaron 16 que presentaron una secuencia unica. Cada una de ellas fue
analizada en la base de datos de secuencias nucleotidicas no redundantes del
NCBI empleando el programa BLAST. Se determind gque 14 secuencias
corresponden a ADNr 1658 y dos a ADN no ribosomal de origen bacteriano y
humano respectivamente. El andlisis en el programa BLAST cada secuencia
parcial (650 bases) permitié identificar las secuencias de ADNr 165 como
bacterias lacticas de los géneros Lactococcus lactis, Streptococcus bowis/suis,
Lactobacillus plantarum, L. casei L. alimentarium y L. Delbruekii y una clona fue
identificada como Clostridum sp Lo que permite sefialar a estos microorganismos
como la microbiota dominante en la muestra analizada. Las secuencias de ADNr
168 fueron alineadas con secuencias de referencia obtenidas del GENBAK, se
construyé una matriz de distancia por medio del algoritmo de Jukes & Cantor y
un arbol por neighbour joining. La posicion de las clonas en el arbol respecto a las
cepas de referencia validan su identidad. Se presenta una discusion sobre la
presencia, abundancia y redundancia de las secuencias detectadas y de las
implicaciones biotecnoldgicas de esta aproximacién metodologica en el estudio de

los alimentos fermentados tradicionales.



ABSTRACT

This work reports the diversity of lactic acid bacteria present in a sample of a
traditional Mexican Indian pozol with a fermentation time of 8-10 hours, by
analysis of partial sequences of 168 rDNA. These genes were PCR amplified using
a set of universal primers specific for Gram (+) bacteria and relatives using as
template DNA extracted from the bacterial fraction isolated from pozol. Amplified
gencs lead to obtain a 36 clones library. 16 shown unique sequences. Unique
partial sequences were analyzed using the BLAST program at the non-redundant
nucleotidic database at NCBI homepage. This analysis lead to identify 14 clones
as 165 rDNA and two non-ribosomal sequences. ldentified organisms were
Lactococcus lactis, Streptococcus bovis/suis, Lactobacillus plantarum, L. casei L.
alimentarium, L. delbruekii and one clone as Clostridum sp. All these clones were
aligned, and a distance matrix was constructed using the Jukes-Cantor
algorithm. A tree was obtained using the neigbour joining method. Position of
each 16S rDNA clone sequences respect reference ones retrieved from GENBANK
database validates its identity. The presence, relative abundance and
redundance of identified sequences and the biotechnological implications of this

methodological approach in the study of traditional fermented foods are discuted.
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INTRODUCCION.

Los alimentos fermentados tradicionales presentan algunas caracteristicas que

los convierten en sistemas de estudio muy interesantes desde el punto de vista

biotecnolégico {(Wacher 1993; Fleet 1999). Algunas de c¢stas caracteristicas son:

a.
b.

. Mejoramiento de la calidad nutricional por fermentacion

Gran importancia regional

Transformacion de materias primas en productos por biocatalisis

. Presencia de microorganismos con caracteristicas de interés, tales como

produccién de enzimas hidroliticas, produccion de vitaminas o
aminoécidos esenciales y produccion de acidos orgénicos

Desarrollo de una microbicta predominante caracteristica de cada
alimento, con capacidades metabdlicas especializadas

Inhibicion de microorganismos no deseables durante la fermentacién,
debido a la produccién de sustancias antimicrobianas por la microbiota

dominante.

Desde el punto de vista de la ecologia microbiana, los alimentos fermentados

tradicionales se pueden considerar como comunidades microbianas

extremadamente complejas debido a la variedad de microorganismos presentes, a

las interacciones existentes entre los microorganismos y entre €stos con el

ambiente.



En paises en desarrollo la elaboracion de los alimentos fermentados
tradicionales “son procesos ann generalmente procesos artesanales que
involucran en muchos casos técnicas ancestrales; la investigaciéon que se realiza
en estos alimentos en la mayoria de los casos esta enfocada a la identificacion de
los microorganismos involucrados en el proceso, con la finalidad de seleccionar a

aguéllos que pudieran ser empleados como iniciadores.

Es posible que ¢l estudio de la microbiota presente en un determinado
ambiente por métodos microbiolégicos que se basan en el aislamiento y cultivo
en forma pura de un microorganismo solo ha permitido la caracterizacién parcial
de dichos ambientes, lo que da lugar en muchos casos a interpretaciones
incompletas de los fenémenos o a planteamiento procesos microbianos
existentes. La principal explicacion que se ha establecido para este problema es
que este tipo de aproximaciones metodologicas no permitian detectar la
presencia de microorganismos que no son susceptibles de crecer bajo las
condiciones de laboratorio, o aquellos de los que no se conocen las condiciones
de crecimiento que les resulten adecuadas (Akkermans et al. 1994; Boone et al.

1995; Pot 1998).

Los microorganismos presentes en un determinado ambiente juegan un papel
esencial en la degradacién de substratos organicos e inorganicos, dando como
resultado una modificacion de las caracteristicas de dicho ambiente. En el caso
de los alimentos fermentados tradicionales, las actividades microbianas de los
microorganismos que participan en la fermentacion sobre los substratos
empleados como materia prima para su elaboracidn definen las caracteristicas

sensoriales finales de dichos productos {(Wacher 1993; Fleet 1999).

La introduccién de algunas técnicas de biologia molecular para el estudio de
diferentes ambientes ha permitido la identificacion y analisis de los miembros de
una comunidad microbiana (Bull et al. 1992; Akkermans et al 1994). Con el
desarrollo de la metodologia de amplificacion de un gen por la reaccién en
cadena de la polimerasa {PCR), del uso de sondas de genes especificos y de

pratoculos de extraccién y purificacién del ADN y ARN bacteriano total de buena



calidad a partir de muestras ambientales, ha sido posible la deteccién de
microorganismos especificos a partir de muestras extraidas de ambientes tales
como suelos, sedimentos, muestras de agua, contenidos intestinales y en
algunos ambientes extremos en los que se han encontrado microorganismos no
detectados previamenfe por métodos microbiolégicos tradicionales, permitiendo
asi una caracterizacién méas completa de la estructura microbiana presente
(Steffan & Atlas, 1991; Josephson et al. 1993; Barns et al. 1994; O 'Sullivan
1999).

Estas aproximaciones han sido también empleadas exitosamente para la
deteccién de microorganismos patogenos como Aerococcus, varias cepas de
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Pseudomonas, Salmonelia, Shigella,
varias especies de Vibrio, Yersinia enterocolitica, etc., a partir del analisis de
muestras de ADN bacteriano total extraido de alimentos (Notermans et al. 1989;
Kim et al. 1991; Wesley & Ashton 1991; Howard et al. 1992; Tsai y Olson 1992;
Wiedmann et al. 1992; Czajka et al. 1993; Datta et al. 1993; Le Roy ef al. 1993,
Cano et al. 1993; Dickinson et al. 1995; Feng 1997; Pot 1998).

A pesar de la aplicacién de estas aproximaciones moleculares al analisis de
alimentos, existen pocos trabajos sobre el estudio de la microbiota presente en
alimentos fermentados tradicionales, Estos reportes estan enfocados
principalmente al seguimiento de algunos iniciadores durante la fermentacién de
la leche (Ahmad & Stewart 1991}; deteccién y caracterizacién de especies de
Lactococcus en ambientes lacteos (Klijn et al. 1991a); estudios taxondmicos de
Leuconostoc en salsas fermentadas {Collins et al 1993); determinaciéon de la
diversidad de especies de lactobacilos en vino (Cuoto & Hogg, 1994); deteccion de
diferentes especies de Lactobacillus a partir de quesos (Ehrmann, et al. 1994;
Ward & Timmins 1999); analisis de la diversidad genética de microorganismos
aislados de masas acidas de sorgo y de maiz {Hamad et al. 1997; Agati et al
1998) v deteccion de especies de Lactobacillus en productos alimenticios para la

salud (Zhong et al. 1998).



El pozol {del nahuatl pozolli, espumoso) se ha definido como “una masa de
maiz fermentado en forma de bolas de varias formas y tamanos, envueltas en
hojas qe platano”. Durante la fermentacion de la masa ocurren dos cambios
esenciales, que son el desarrollo de un sabor acido y el de un aroma
caracteristico que imparten al pozol sus propiedades refrescantes. Este alimento
es consumido diluyendo la masa fermentada en agua en el momento en que va a
ser ingerido, de manera que se toma en forma de bebida, al mismo tiempo
refrescante y nutritiva. Se elaboran y consumen diferentes variedades de pozol
por comunidades indigenas y mestizas de los estados mexicanos de Chiapas,
Tabasco, Campeche y Yucatan y en menor forma se utiliza también como

alimento en algunas regiones de Veracruzy Oaxaca (Wacher et al. 1993).

La fermentacion del pozol es un proceso que sc desarrolla en una fase
semisélida. En este proceso esta involucrada, por una parte, una microbiota
compleja compuesta por diferentes grupos bacterianos, hongos filamentosos y
levaduras y, por otra parte, un substrato complejo compuesto de carbohidratos,
lipidos, proteinas y material fibroso. El analisis microbiolégico del pozol ha
permitido identificar la presencia de tres grandes grupos bacterianos (bacterias
lacticas, bacterias mesdfilas no lacticas y enterobacterias), ademas de algunos

hongos filamentosos y levaduras (Wacher et al. 2000).

Las bacterias del pozol han sido muy poco estudiadas. Se ha inferido que las
bacterias lacticas del pozol son los microorganismos responsables de la
produccién de acido lactico durante la fermentacién, el cual imparte su sabor
icido a dicho alimento (Nuraida et al. 1995; Wacher et al. 1993, 2000). La
presencia de los restantes grupos bacterianos es principalmente el resultado del
manejo no aséptico de la materia prima y de los utensilios empleados bara la

elaboracion de este alimento (Wacher et al. 1963; 2000)

El principal problema que s ha tenido para entender el papel de las
bacterias en €l desarrcllo de la fermentacién del pozol es que se requiere de un
proceso exhaustivo de aislamiento y purificacion dc los microorganismos

presentes en la muestra a analizar. Su identificacién por medio de pruebas



bioquimicas convencionales requiere necesariamente de la disponibilidad de las
cepas a identificar en forma pura, lo que requiere una gran cantidad de tiempo
invertido. A pesar de ello, los resultados obtenidos han permitido la identificacion
{inicamente de algunas bacterias a nivel de género en muestras de pozol

procedente de algunas localidades del estado de Chiapas.

Con ¢! interés de conocer la microbiota especifica responsable del
desarrollo de las caracteristicas de alimentos fermentados de gran importancia
regional, entre ellos el pozol, en esta tesis se¢ propuso emplear diversas
estrategias metodologicas que permitan la deteccidon de los microorganismos
presentes en una muestra de este alimento, a partir del analisis de secuencias de
genes de ARNr 165 amplificadas por PCR y clonadas a partir del ADN bacteriano

total extraido de una muestra de pozol tipo indigena.
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GENERALIDADES.

2.1 IMPORTANCIA DE LA DIVERSIDAD MICROBIANA.

La diversidad microbiana puede ser considerada como un importante recurso
biologico. Sin embargo, el estudio de la misma ha representado tradicionalmente
un problema debido a que las técnicas tradicionales de aislamiento favorecen

dnicamente el crecimiento de escasos grupos microbianos.

Una gran cantidad de microorganismos presentes en muestras ambientales
no puedan ser observados o cultivados, por lo que existe un importante vacio en
¢l conocimiento de la diversidad microbiana, particularmente aparente en el caso
de las bacterias. Las evidencias existentes sugieren que puede haber de 300000
a 1 000000 de especies bacterianas en nuestro planeta, de las cuales de 3100 a
5000 han sido descritas formalmente, en contraste con medio millén de especies
de insectos descritas (Boone et al. 1995; Pace 1996; 1997; Dykhiuzen, 1998). Las
estimaciones sugieren que una muestra de un gramo de un suelo tipico contiene
alrededor de 1 billon de bacterias, pero solamente el 1% puede ser cultivado. De
la misma forma, s6lo fracciones similares de microorganismos han sido
cultivadas a partir de agua dulce y ambientes oceanicos (Marshal 1993; Torsvik
et al. 1990; 1993). '



La aplicacion de nuevas tecnologias (particularmente en el analisis de acidos
nucleicos, en informaética, quimica analitica y en las estrategias de muestrco ¥y
caracterizacion de ambientes) al estudio de la diversidad microbiana, la colocan
como una disciplina de vanguardia de la que se desprenden algunos conceptos:

a. Los microorganismos son de critica importancia para la sustentabilidad de

la vida en nuestro planeta;

b. La diversidad microbiana no descubierta representa un recurso potencial

de nuevos genes y microorganismos de gran valor en biotecnologia,

c. Los patrones de diversidad microbiana pueden ser empleados para

monitorear y predecir cambios ambientales; y
d. Los microorganismos juegan un papel importante en la conservacion y

restauracion biolégica de organismos superiores y ambientes degradados.

En 1995, 43 cientificos expertos en el estudio de diferentes ambientes,
grupos microbianos y metodologias se reunicron para discutir e identificar
necesidades de investigacién e infraestructura en el estudio de la diversidad
microbiana. Este grupo de trabajo identificé cuatro &reas generales de
importancia para tener un mejor conocimiento, manejo y utilizacion del vasto

recurso microbiano {Boone et al. 1995):

1. Entender los origenes y los patrones de la diversidad microbiana.
a. Seleccionar habitats de interés que podrian ser estudiados intensivamente;
b. Obtener un mejor entendimiento de los patrones espaciales y temporales de
la diversidad microbiana, y de como el ambiente determina estos patrones,
¥
c. Reforzar nuestros conocimientos sobre las tasas y rangos de la dispersion,

evolucion v extincién de especies microbianas.

IL. Identificar y caracterizar la diversidad microbiana.
4. Refinar las unidades taxonodmicas que definen la diversidad microbiana y
desarrollar la metodologia adecuada para medir estas unidades;
b. Descubrir nuevas formas microbianas, bioquimicas, lineas evolutivas y

habitats;



¢. Mejorar la metodologia para caracterizar, aislar e identificar
microorganismos no cultivables y miembros raros de comunidades
microbianas;

d. Desarrollar instrumentacién sofisticada y programas de computo que
provean nuevos y mas rapidos métodos para caracterizar aislados y
comunidades enteras; y

e. Fomentar la investigaciéon en taxonomia polifasica, particularmente la

integracion de informacién fenotipica, genética y ecoldgica.

IIl. Conservar la diversidad microbiana.

a. Desarrollar investigaciones que permitan la conservacion de comunidades
mixtas;

b. Mejorar estrategias de conservacién de cuitivos, tales como conservacion
automatizada, miniaturizacién y condiciones oOptimas para grupos
microbianos dificiles de preservar;

¢. Mantener una red sélida y coordinada de coleccioncs de cultivos accesibles
a nivel mundial; y

d. Conservacion de habitats con especies microbianas raras o amenazadas.

IV. Establecer necesidades de organizacion y necesidades de infraestructura.

a. Debido al gran esfuerzo requerido, desarrollar medios para coordinar la
investigacién sobre la diversidad microbiana a un nivel internacional,;

b. Desarrollar bases electronicas integrales que incluyan informacion sobre
habitats, localizacion geografica, caracteristicas fenotipicas, genotipicas,
morfolégicas y de las vias de accesion a ellas;

¢. Involucrar investigadores de otros campos, especialmente en el area de
informdtica, optica, electronica, quimica, deteccién remota, macroecoldgos ¥
tax4nomos,

d. Recomendar esfuerzos centralizados donde son requeridas necesidades
especializadas y para ¢l desarrollo de bases de datos;

e. Entrenar a nuevos cientificos con conocimientos modernos en diversidad

microbiolégica, fisiologia y taxonomia; y



f. Fortalecer la conciencia publica sobre el papel vital que juega la diversidad

microbiana e€n sus vidas y los alcances que este campo ofrece.

2.2 APROXIMACIONES METODOLOGICAS AL ESTUDIO DE LA
DIVERSIDAD MICROBIANA DE UN AMEIENTE.

Las caracteristicas fenotipicas clasicas de las bacterias consideradas en los
esquemas de clasificacién tradicional comprenden caracteres morfologicos,
fisiologicos y bioguimicos. Individualinente, muchas de estas caracteristicas han
resultado ser de poca relevancia, pero en conjunto permiten tener informacién
muy valiosa para reconocer diferentes taxones. La morfologia de una bacteria
incluye caracteristicas tanto celulares (forma, endosporas, flagelos, cuerpos de
inclusién, tincién de Gram), como coloniales (color, dimension, forma). Las
caracteristicas fisiologicas y bioquimicas incluyen datos sobre crecimiento en
diferentes temperaturas, valores de pH, concentraciones de sales o condiciones
atmosféricas, crecimiento en presencia de diferentes sustancias tales como
agentes antimicrobianos, y datos sobre la presencia de actividad de- diferentes
enzimas, capacidad de metabolizar distintos substratos, etc. {Busse et al. 1996;

Pot 1998).

Los datos fenotipicos fueron los primeros en ser analizados por comparacién
numérica asistida por computacién. En la década de los 50°s, la taxonomia
numérica surgié de manera paralela al desarrollo de computadoras y esto
permitié algunos afios después la comparacién de cantidades muy importantes
de datos fenotipicos de una gran diversidad de cepas analizadas. Las matrices de
datos obtenidas muestran €l grado de similitud entre cada par de cepas y su
analisis por agrupamiento genera un dendrograma que refleja la consistencia
fenotipica de un grupo particular de microorganismos. Tan pronto como resulto
posible comparar los resultados del andlisis de los grupos obtenidos con otras
aproximaciones taxonémicas, el analisis de tan grandes cantidades de
caracteristicas fenotipicas resultaron efectivamente relevantes desde ¢l punto de

vista taxonomico, dando como resultado que las pruebas fenotipicas clasicas o
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cradicionales sean utilizadas en esquemas de clasificacion de la mayoria de los
laboratorios microbiolégicos del mundo y constituyen la base de la descripcion
formal de los taxones, de especies a subespecies, hasta los niveles de género y

familia (Busse et al. 1996; Vandamme et al. 1996).

Sin embargo, en muchos casos la escasez de caracteristicas fenotipicas
distintivas o de la instrumentacion requerida para su determinacién, limita la
atilidad de los analisis fenotipicos. Esta claro que el fenotipo de endosimbiontes
y de bacterias no cultivables se encuentra mas alla de los alcances de las
técnicas presentes. Por otro lado, los microorganismos considerados como
referencia y disponibles en las distintas bases de datos y colecciones minimizan
la posibilidad de determinar la diversidad microbiana real presente en un
ambiente, mediante la comparacién contra una referencia. En estos casos, €s
necesaric la aplicacién de técnicas fenotipico - genotipicas poder identificar

satisfactoriamente a una cepa (Boone 1995; Pace 1996; 1997).

La informacién genotipica se deriva del analisis de los acidos nucleicos (ADN
vy ARN] presentes en la célula, mientras que la informacion fenotipica se deriva de
las proteinas y sus funciones, de diferentes marcadores quimiotaxonémicos y de
una amplia gama de otras caracteristicas expresadas (figura 1}. El nimero de
moléculas que han sido aplicadas en cstudios taxonomicos es muy grande y sus
aplicaciones como marcadores son miultiples. Algunos de los métodos hasta
ahora usados, tales como la determinacion del porcentaje contenido de moles de
G+C y los estudios de hibridacion ADN-ADN, se han convertido en
aproximaciones clasicas ¥ han sido aplicados en analisis taxonomicos de
practicamente cualquier bacteria, otras, tales como la secuencia de aminoacidos,
han sido aplicadas en un numero limitado de taxomes, debido a que son
laboriosos, técnicamente demandantes, o hien porque solo son aplicables a un
taxon en particular. La seleccién de un método se basa en el nivel de informacion
taxonémica que puede propercionar |y la complejidad técnica para poder
aplicarlo. El nivel de resolucion taxonomica de algunas de estas técnicas se
ilustra en la figura 2, mientras que las categorias y caractercs aplicados sc

muestran en la tabla 1.



11

Este tipo de nuevas metodologias han tenido un impacto importante no sélo en
la descripcién de la estructura microbiana de un ambiente, sino que ha tenido
aplicaciones que van desde la deteccion de patégenos de importancia clinica
dificilmente detectables por otros métodos y de microorganismos asociados a
alimentos. Han sido utiles en la deteccién y monitoreo de microorganismos
manipulados genéticamente liberados al ambiente, en la bisqueda de nuevos
microorganismos especificos y actividades, productos y procesos de importancia
biotecnolagica. Con el uso de estas técnicas ha sido posible monitorear con un
alto grado de sensibilidad y precisién la presencia de diferentes microorganismos
en una gran variedad de ambientes (Olson & Tsai 1992; Akkermans et al. 1994,
Hirsh & Sigmund 1995; Feng 1997; Jansson & Prosser 1997).

2.3 METODOS MOLECULARES PARA LA DETERMINACION DE LA
ESTRUCTURA MICROBIANA DE UNA MUESTRA AMBIENTAL.

La deteccién e identificacién de un microorganismo especifico a partir de una
muestra ambiental y el analisis de la microbiota total presente han tenido

tradicionalmente tres problemas principales:

a. La complejidad de la muestra
b. El nimero de microorganismos a analizar presente en la muestra

¢. El conocimiento de los requerimientos nutricionales para su cultivo.

La deteccién de bacterias en diferentes ambientes requiere de métodos que
eviten la necesidad del cultivo microbiano, pero que permitan su identificacién
con una alta sensibilidad y, preferiblemente con la capacidad de poder ser

cuantitativos.
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INFORMACION GENOTIPICA

ADN TOTAL
s %demolesdeG+C « Secuenciacion de bases del ADNc
« Patrones de restriccion (RFLP, + Perfiles de ARN de BPM

PFGE)

+ Tamaio del genoma
« Hibridaciones ADN:ADN

FRAGMENTOS DE ADN
« Analisis basados en PCR del ADN:

{fibotipos, ARDRA, RAPD, AFLP) -
+ Sondas de ADN
. SecuenciaciéndeADN\ 5s
« Patrones de restrhccién (RFLP,
PFGE)
ARNt —»

ARNmM

PROTEINAS

« Patrones electroforéticos de proteinas totales o
proteinas extracelulares (1D o 2D}

+ . Patrones enzimaticos
{electroforesis de isoenzimas o enzimas multilocus)

[MARCADORES QUIMIOTAXONGOMICOS | [ CARACTERISTICAS EXPRESADAS |

+ Acidos grasos celulares « Morfologia
+ Acidos mic6licos + Fisiologia (Bioleg, AF1}
« Lipidos polares « Enzimologia (APIZYM)
« Quinonas « Serologia (monaclonal, polictonal)
+ Pgliaminas
« Componentes de la pared celular
»  Exopolisacaridos i ,
INFORMACION GENOTIPICA
Figura 1.

Representacion general de varios compaonentes celulares y técnicas utilizadas para la identificacion y
clasificacién bacteriana, ADN: &cido desoximibonucléico; ARN: acido ribonucléico; PCR: reaccién en
cadena de la polimerasa; RFLP: polimorfismo de fragmentos de restriccion; PFGE: electroforesis de
campo pulsado; ARDA: analisis de restriccion de ADNr amplificado; RAPD: amplificacion aleatoria de
ADN polimarfico; AFLP: polimorfismo de fragmentos amplificados; BPM: bajo pesc molecular; 10, 2D:
una- y dos- dimensiones, respectivamente. Tomado de Vandame et al. 1996.



Técnica Familia Género Especie Cepa

Polimorfismo de fragmentos de restriccidn {RFLP)
Andlisis de fragmentos de restriccién de baja frecuencia (LFRFA,
PFGE)

Ribotipos

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

Tipificacion de fagos y bacteriocinas

Técnicas seroldgicas {monocional, policlonal)
Zimogramas (polimorfismo de enzimas multilocus)
Patrones electroforéticos de proteinas celulares totales
Hibridacion ADN-ADN

ARNt - PCR

Marcadores quimiotaxonamicos (poliaminas, quinonas)
Tipificacion de Acidos grasos celulares {FAME)
Estructura de la pared celular

Fenotipo (caracteristicas morfoldgicas y coloniales, AP, Biolog...)
Secuenciacion de ARNr
Sondas de ADN
Secuenciacion de ADN

Figura 2.

Resolucion taxendmica de las metodologlas comunments utilizadas para identificacion bacteriana.

Las abreviaciones son definidas en la Figura 1. Tomado de Vandame et al. 1996 y Gurtler & Anker

1994.
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Tabla 1.
Categorias y caracteres aplicados en sistematica bacteriana
Categorias Ejemplos
Cultivables ) Morfologia colonial.
Color de colonias
- Cuerpos fructiferos
Micelio
Morfoldgicas Morfologia celular
Tamafio celular
Movilidad
Tipo de flagelacién
Materiales de reserva
Tincidn de Gram
Tincion Acida
Fisiolégicas Rango de temperatura
Rango de pH
Tolerancia a salinidad
Biogquimicas Utilizacion de fuente de carbono
Oxidacion de carbohidratos
Fermentacion de carbohidratos
Perfil de enzimas
Pruebas inhibitorias Medios selectivos
Antibidticos
Colorantes
Serologicas Aglutinacion
Inmunodifusion
Quimictaxondmicas Acidos grasos
Lipidos polares
Acidos micdlicos
Composicién de lipopolisacaridos
Electroforesis en gel de acrilamida de lipopolisacaridos
Diaminoacidos de pared celular
Azucares celulares totales
Pigmentos celulares
Sistema de quinonas
Contenido de poliaminas
Electroforesis en gel de acrilamida de proteinas totales
Genotipicas Proporcién base del ADN (contenido de G +C)
Amplificacién aleatoria de ADN polimorfico (RAPD}
Polimorfismo de fragmentos de restriccion (RFLP}
Electroforesis de campo pulsado (PFGE) de fragmentos de
ADN
Sondas de ADN
Filogenéticas Hibridacion ADN:ADN
Hibridacion ADN:ARN
Secuencia de ARNr 168
Secuencia de ARNr 238
Secuencia de la subunidad p de la ATP sintetasa
Secuencia de GroEL (chaperonina)
Secuenciacion de otros genes

Tomado de Busse ef al. 1996, Pot 1999.
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El analisis de genes bacterianos especificos en muestras ambientales, por
medio de métodos moleculares que no involucran el aislamiento de los
microorganismos presentes en la muestra por técnicas microbiolégicas
tradicionales, ha permitido dar una nueva dimensién a nuestro entendimiento de
la estructura de una poblacién bacteriana. Estas metodologias han permitido,
por primera vez, contar con una mejor aproximacion para conocer la diversidad

microbiana presente en un determinado ambiente,

Durante los pasados 20 afles se han desarrollado una serie de estrategias
metodologicas basadas en métodos moleculares para la deteccion e identificaciéon
rapida y directa de microorganismos en muestras ambientales, basadas en el
andlisis de secuencias especificas de ADN y ARN de diferentes microorganismos
presentes en la muestra ambiental (figura 3). Estas estralegias tipicamente estan
conformadas por las siguientes ctapas:

a. Extracciéon del ADN o ARN total de una muestra

b. Amplificacién in vitro de un fragmento particular del ADN/ARN por medio

de PCR

¢. Clonacién de! producto de PCR

d. Secuenciacién y comparacion de la secucncia obtenida en una base de

datos, o bien, el desarrollo de una sonda especifica y la hibridacion de esta

sonda contra los acides nucleicos extraidos de la muestra ambiental.

Extraccién de dcidos nucleicos de una muestra ambiental.

Los métodos desarrollados para el analisis de los genes presentes en una
muestra ambiental permiten detectar tanto secuencias especificas como la
diversidad genética total presente. Estas técnicas toman como base metodologica
la extraccion del ADN o del ARN bacteriano a partir de muestras ambientales y
fueron aplicadas en primer lugar para el analisis microbiano de suelos. En la
actualidad existen una gran cantidad de variaciones a estas técnicas originales,

de acuerdo al tipo de muestra y grupo microbiano a analizar.

La extraccién v el analisis del ARN total presente en una muestra es una

estrategia empleada en diferentes trabajos para detectar la actividad



microbiolégica total presente, mientras que las técnicas que permiten detectar la
expresion de ciertos genes son empleadas para medir la actividad de
componentes especificos de la comunidad microbiana. Una de las ventajas del
analisis del ARN total microbiano extraido de una muestra amhbiental es su
abundancia relativa. Existen tres clases principales de ARN: dos clases estables,
el ARN de transferencia (ARNt), y el ARN ribosomal {ARNr), y una clase menos
estable, el ARN mensajero {ARNm). En relacién a la abundancia de los diferentes
tipos de ARNs presentes en una célula, para Escherichia coli B con un tiempo de
duplicacién de¢ 40 minutos, el ARN total representa alrededor del 21% del peso
celular seco. De este ARN total, el ARNr constituye el B1%, ¢l ARNt el 14% vy el
ARNm 5%. Dentro del ARN se distinguen tres tipos, el 58, 163 y 235, mientras
que existen 60 tipos de ARNt y mas de 4000 tipos de ARNm! (Pichard & Paul,
1994).

Sin embargo, a pesar de esta abundancia relativa, los métodos basados en la
extraccion del ARN total han sido menos utilizados que los métodos basados en
el analisis del ADN, ya que el ARN es mucho menos estable que aquel y mas
facilmente degradable debido a la presencia de ribonucleasas (RNasas). Aunque
se han reportado metodologias que permiten extraer ARN exitosamente con muy
buena calidad y rendimientos, una alternativa utilizada con mucha frecuencia
cuando se desea analizar el ARNr (principalmente el 168 y 235), es la
amplificacién por PCR de los genes correspondientes al ARNr con el uso de

primers especificos (Wellington et al. 1994, Pichard & Paul 1996),

Amplificacion, clonacién y secuenciacion de genes especificos de una
muestra ambiental.

La amplificacién parcial o completa de genes por medio de PCR a partir del ADN
microbiano total aislado de una muestra ambiental es una técnica empleada
para la deteccidn ¢ identificacion de bacterias en el ambiente. La reaccion de
amplificacidn de genes especificos por PCR puede ser realizada con el uso de

primers especificos para un microorganismo particular presente en el ambiente y

| Para levaduras se estima un namero de 4000 ARNm, mientras que para tejidos somaticos de
eucariontes superiores se estima que ¢l ndmere de ARNm oscila entre 13,000 a 15,000 (Levin,
1997}
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el analisis del producto de amplificacién en un gel de agarosa permite determinar
la presencia o ausencia del microorganismo de interés. Sin embargo, la eficiencia
de esta técnica para determinar la diversidad total presente en una muestra
ambiental esta en funcién de la disponibilidad de primers para los
microorganismos que se suponen pueden estar presentes en la muestra 2a

analizar.

Desde hace mas de 20 afios, se ha repertado en la literatura el use de primers
universales o inespecificos (tabla 2), para la amplificacién por PCR de los genes
de ARNr 165 presentes en una muestra de ADN extraida de un decterminado
ambiente (Weisburg et al. 1985; 1991; Devereux & Willis, 1995). El resultado de
esta amplificacién ¢s una mezcla compleja de genes de ARN ribosomal El
producto resultante es entonces clonado para obtener entidades individuales de
los genes amplificados para posteriormente secuenciar. El analisis de las
secuencias en bases de datos de genes ribosomales, permite determinar la
relacion existente entre los MMICroorganismos cuyos genes de ARNr 165 fueron
amplificados, clonados y secuenciados y MICroorganismos reportados. Esta
aproximacion metodolégica ha permitido no solo establecer la presencia de
microorganismos, tanto cultivables como no cultivables, presentes en una
muestra, sino que ha permitido determinar las relaciones filogenéticas entre los
microorganismos presentes (Lane et al. 1985: Weisburg et al. 1985; 1991,
Akkermans et al. 1994, Ludwig & Schleifer, 1994; Lee et al. 1996; Pace 1996).

2.4 EXTRACCION DE ADN MICROBIANO TOTAL DE UNA MUESTRA
AMBIENTAL.

Los protocolos de extraccion de ADN desarrollados para el analisis de sedimentos

han sido modificados de acuerdo a los siguientes factores:

a. Tipo y composicion de la muestra ambiental

b. Eficiencia en el proceso de lisis de la fraccién bacteriana presente



hibridacién con celulas
completas

muestra ambiental
extraccién

acidos nudiéicos de la comunidad
micrebiana
dot biot cuantitativo — ADN ARNr

/ \PCR /RT-PCR

sondas de 3cidos l _—
nucleicos
dat/ Seuthem blot ADNr de la comunidad ‘

T microbiana

dat blot hibridacion de clonagion

colonias
Tipificacion de la comunidad

disefio da sondas cloras de ADNr microblana
\ {DGGE, RFLP)

seleccion

clonacin

secuendias de ADNry

—_— bases de datos l .
secuenciacion

T — andlisis comparalivo
Arboles filogenéticos | _

Figura 3.

Estrategias basadas en el analisis de ADN/ARNT para la caracterizacion de comunidades
microbianas sin el cultivo bacteriano. Las flechas indican la interconectividad existente en la utilidad
de los mé&todos, materiales experimentales e informacién en el estudio de ecosistemas
microbianes, RT- PCR, transcriptasa reversa para copiar ARN en ADN, sequido por PCR; DGGE,
electroforesis desnaturalizante en gel en gradiente; RFLP, polimorfismo de fragmentos de

restriccion. Tomado de Pace 1996.
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c. Integridad del ADN recuperado
d. Pureza del ADN

La importancia relativa de cada uno de estos aspectos varia de acuerdo al tipo de
estudio a realizar y de la aplicacion del ADN recuperado. En la tabla 3 se puntualizan
los aspectos mas importantes a considerar en cada una de las etapas que conforman
un protocolo tipico de extraccion de ADN a partir de una muestra ambiental (Trevors
1992; Wheeler & Stahl 1996).

La extraccion del ADN de muestras ambientales ha side optimizada
particularmente para el caso de bacterias y existen pocos estudios para eucariontes
{Nazar et al., 1996). El ADN total puede scr obtenido por dos estrategias principales
(figura 4): (a) el método indirecto de extraccién, que involucra la separacion de las
células presentes en la muestra con la posterior lisis celular y extraccidn y
purificacién del ADN; y (b} el método de extraccién directo, que se basa en la lisis
directa de tas células en la muestra, con la posterior extraccion y purificacién del
ADN. Los protocolos desarrollados para la extraccién de ADN de diferentes muesiras
ambientales por métodos directos ¢ indirectos han sido optimizados para obtener ADN
de mejor calidad y con rendimientos cada vez mayores. En 1a tabla 4 se puntualizan

las principales ventajas y desventajas de cada una de estas técnicas.

Extraccion indirecta del ADN de una muestra.

Existen diferentes métodos que permiten la separacion de células microbianas de una
muestra ambiental. Tradicionalmente, la homogeneizacion de la muestra en una
solucién amortigunadora usando agitacién mecanica ha side la aproximacion mas
comuin y se puede realizar tanto por homogeneizacién como por agitacion rapida. La
sonicacion de la muestra ha sido empleada también con gran éxito para el estudio de
suelos y sedimentos, pero su eficiencia depende del tipo de ‘muestra a analizar, de la
duracién y de la amplitud de la sonicacién. Sin embargo, la sonicacién prolongada
tiene el riesgo potencial de lisar las células y por ello las condiciones ideales de

tratamiento varian de protocolo en protocolo y de acuerdo al tipo de muestra.

Una vez que las células han sido separadas, las particulas del substrato son

sedimentadas por centrifugacién a baja velocidad. E! sobrenandante que contiene la
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fraccion celular separada es mantenido en hielo o en refrigeracién, mientras que cl
precipitado es reprocesado algunas veces mas para recuperar la mayor cantidad de

células presentes antes de pasar a la etapa de lisis celular y purificacion del ADN.

La eficiencia de extraccién del ADN obtenido por este método esta en funcién del
éuito de la separacidon de las células bacterianas de la muestra. Aunque ¢sta
metodologia no ha sido tan extensamente estudiada en comparacién con la estrategia
de extraccion directa, ha sido aplicada para el analisis de grupos bacterianos
especificos y en estudios de la diversidad microbiana total presente en muestras de
suelos y sedimentos. Las eficiencias de recuperacion de células para algunos de los
trabajos que emplean esta metodologia indirecta van de 7.3 a 23% incrementandose
este valor al someter la muestra a extracciones repetidas y ciclos de lisis adicionales,
lo que resulta en rendimientos variables de ADN obtenido (Holben et al. 1988; Steffan

et al. 1988; Torsvik et al. 1990; Pillai ef al. 1991: Trevors 1992; Breen et al. 1995].

Extraccién directa del ADN de una muestra.

La extraccion directa de ADN no requiere del aislamiento de las células bacterianas y
se evita el proceso de homogeneizacién-centrifugacion diferencial de la muestra. Los
procedimientos para la extraccion directa de ADN fueron utilizados en un principio
para la obtencién de ADN bacteriano y fangico de suelos cop la obtencién de
rendimientos variables (aunque estos valores dependen de los aspectos senalados en

la tabla 3).

La extraccién directa de ADN requiere la suspension inicial de la muestra en una
solucion amortiguadora y el tratamiento fisico, quimico, enzimatico o mecanico (o una
combinacion de ellos) para asegurar la lisis de los microorganismos presentes, con la
posterior extraccion y purificacion del ADN. La eficiencia del proceso de lisis celular es
particularmente importante, y s reportan valores que van del 20 al 90% (Porteus et
al. 1994; Zhou et al. 1996). Sin embargo, la extraccidn directa en muchas ocasiones
esta acompanada de la contaminacién del ADN por particulas presentes en la
muestra, lo que obliga a tomar una serie de consideraciones durante el proceso de

lisis y purificacién del ADN (Trevors 1992).
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Tabla 3,
Factores a considerar en cada etapa de extraccion de ADN microbiano a partir de muestras ambientales.
1. Relacidn de la masa o volumen de la muestra: Seleccion de solucion de extraccion y pH
solucion de extraccidn mas adecuados de acuerdo al objetivo del
- estudio a realizar
2. Separacion eficiente de células de las Considerar el tipo de agitacion /
particulas de la muestra por homogeneizacion. homogeneizacion a emplear
3 Evaluacién de la presencia de componentes de  Adicion de substancias que reaccionen
a. la muestra que pudieran contaminar el ADN especificamente con estos componentes

liberado o reaccionar quimicamente (método de  antes de realizar la lisis
extraccion directo)

3 Separacion diferencial eficiente de células Centrifugacion diferencial de acuerdo a la
b. procariontes de eucariontes y particulas del densidad células/substrato, que garantice la
sustrato {método de extraccion indirecto) obtencian de una fraccion bacteriana libre
de eucariontes y restos organicos de la
muestra
4 Tratamiento litico empleado Método de extraccién directo: Seleccidn

del método de lisis {enzimatica, quimica,
fisica) que garantice la degradacion de la
estructura celular de bacterias Gram{+) y
microorganismos productores de
polisacaridos extracelulares, considerando
también la complejidad de la muestra.
Método de extraccion indirecto:
Tratamiento ltico enzimatico
{lisozima/proteinasa K) en combinacién con
un tratamiento quimico-térmico (uso de
detergentes tales como SDS o sarcosil, con
ciclos de calentamiento enfriamiento) por
periodos de incubacién prolongados para
asegurar la lisis de bacterias Gram (+) y
microorganismos productores de
polisacdridos extracelulares.

5. Centrifugacion para remover restos celulares y Generalmente velocidad de centrifugacion

particulas de 1a muestra. Re-extraccion del baja (5 000 x g durante 5 - 10 min)
ADN del pellet resultante (método de extraccidn
directa)
B. Purificacién del ADN: eliminacion de ARN y Extraccidn con fenol-cloroformo, tratamiento
proteinas con ribonucleasas, ultracentrifugacion en
gradiente de CsCl-EtBr, columnas de
hidroxiapatita.
7. Precipitacién del ADN Uso de 2 volumenes de etanol e incubacion

a -20°C y lavado con etanol al 70% para
eliminar sales

8. Resuspension del ADN Uso de agua destilada, bidestilada o
solucién amortiguadora de TRIS-EDTA de
acuerdo al tipo de andlisis a realizar,

Tomado de Trevors 1892; Wellington et al. 1994; Wheeler & Sthal 1996,
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INDIRECTA

Homogeneizacion

Centrifugacién a baja velocidad

l

Bacterias Hongos filamentosos

|

Centrifugacion a alta velocidad

Lisis
Ultracentrifugacidn en CsCl
ADN limpio

Poco sensible
Exclusivamente ADN bacteriano

Células aisladas en la fraccion bacteriana

ADN de 50 Kb.

DIRECTA

Tratamiento térmico con SDS
Lisis Ruptura con perlas de vidrio

Extraccion alcalina

Precipitacion del ADN

¢

Limpieza

ADN sucio
Sensible
ADN bacteriano y eucarionte
Todas (as células presentes
ADN de 30 - 40 Kb

Figura 4,

Sumario de las dos aproximaciones metodolégicas para la extraceion de ADN de muestras

ambientales. Tomado de Welllington et al. 1994,
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Comparacién de los protocolos de extraccion directo e indirecto de ADN.

Extraccion indirecta
{aislamiento de bacterias)

Ventajas

Desventajas

1. Asegura ADN de origen bacterianc

2 Evita el contacte directo del ADN con el
sedimento

3. No existe contaminacian con substancias o
compuestos de 1a muestra

Extraccién directa

1. Las células bacterianas se pueden adherir
estrechamente a las particulas de sedimentos y
pueden no ser separadas

2. Procedimiento laborioso

3. Bajos rendimientos en comparacién con la
axtraccién directa

Ventajas

Desventajas

1. Recuperacién representativa
2. Rapido, menos laborioso

3. Altos rendimientos

1. Recuperacion de ADN no bacteriano y
extracelular

2. €l ADN entra en contacto directo con
sedimentos

3. Contaminacién con diferentes sustancias
presentes en la muestra

4, ADN de bajo peso molecular

Tomado de Wheeler & Stahl 1996,
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A pesar de que la principal aplicacién de las metodologias de extraccion directa
del ADN bacteriano-de una muestra estuvo enfocada en un principio al analisis de
suelos, estos procedimientos han sido empleados con éxito para el analisis de
diferentes ambientes con eficiencias de recuperacién de aproximadamente el 80%
para comunidades microbianas autotréficas y heterotraficas (Paul 1996), muestras
de agna dulce (Pickup et al. 1993), aguas residuales y lodos {Smalla 1996), peliculas
microbianas (Bateson & Ward 1996), sedimentos acuaticos (Wheeler & Stahl, 1996),
muestras de rizoplano (Bramwell et al. 1996a), microorganismos del filoplano

{Bramwell et al. 1996b}, nédulos actinorrizicos (Ramirez-Saad et al. 1996).

Antes de realizar un estudio basado en ¢l anélisis de los genes microbianos
presentes en una muestra ambiental a partir de una muestra de ADN total, es
importante considerar que los acidos nucleicos presentes en la solucién provienen
tanto de los microorganismos viables presentes en ese ambiente como de
microorganismos muertos cuyo ADN no esta degradado. El origen del ADN libre ha
sido investigado principalmente en ambientes tales como aguas oceanicas y
continentales y en algunos sedimentos y suelos. En estos casos se ha determinado
que el ADN es liberado al ambiente continuamente como parte de un procesc
natural de descomposicién de microorganismos muertos. Las células vivas pueden
también liberar ADN durante su ciclo de vida, probablemente como parte de
procesos de transferencia genética, tales como la transformacién. La proporcion de
ADN libre en el ambiente puede llegar a scr alta, asi por ejemplo, ¢l uso de timina-
H3 para marcar bacterioplancton heterotrofico permitio detectar ADN disuelto en el
ambiente tanto por lisis como por excrecion. Su concentracién fue
aproximadamente un 4% de la concentracion total presente en el ambiente por dia,
detectandose un promedio de 10 - 13 ug de ADN disuelto / por litro de agua en un
lapso de 6.5 horas. El origen del ADN libre en algunas muestras de suelo ha sido
menos estudiado, pero algunos estudios han demostrado la presencia de valores de
aproximadamente 5 pg de ADN /e de suelo, con una tasa de aparicién similar a la
observada para ambientes acuaticos. Para otro tipo de muestras ambientales no

existen estudios realizados que permitan estimar la cantidad de ADN libre presente

{(Wellington, et al. 1994].
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Las metodologias de extraccion de ADN de una muestra han sido aplicadas
también al analisis del contenido microbiclogico especifico de muestras de
alimentos. Ehrmann et al. (1994) emplearon un procedimiento de lisis directa para
obtener ADN de bacterias lacticas susceptible de ser empleado en experimentos de
hibridacién, basado en l-a homogeneizacion exhaustiva con ultraturrax y posterior
lisis por tratamiento con SDS y ciclos de calentamiento - enfriamiento. Dickinson, et
al. (1995) describen dos procedimientos para la extraccién directa de alimentos: un
precedimiento de lisis rapida, empleando proteinasa K y precipitacion de las
particulas solubilizadas del alimento y del ADN con isopropancl y un segundo
método, que asegura una lisis celular eficiente empleando tolueno y mutanolisina.
Después de la remocién de las proteinas con solventes organicos, el ADN es
precipitado con isopropanol. En este caso, ambos métodos permiticron obtener ADN
susceptible de ser amplificado por PCR a partir de muestras de queso, col
fermentada y carne de pollo y demostraren ser métodos eficientes para la deteccién
especifica de Yersinia enterocolitica, Aerococcus viridans y Listeria monocytogenes.
Agersborg et al. (1997) desarrollaron un procedimiento para la extraccion del ADN
de Listeria monocytogenes inoculada en alimentos de origen marino, mediante un
método basado en el tratamiento con lisozima, proteinasa K y Triton X-100. Este
permitié obtener ADN de buena calidad, susceptible de ser amplificado por PCR. Sin
embargo, no existen reportes que mencionen la aplicacién de estas metodologias
como un primer paso en el estudio de la determinaciéon de la composicién

microbiana total presente en una muestra de alimento.

2.5 SECUENCIAS PARCIALES Y COMPLETAS DE ARNr 16S. SUUSO E
IMPLICACIONES EN ESTUDIOS DE ECOLOGIA MICROBIANA
MOLECULAR.

Lo que empezé hace mas de 20 afos con la determinacion de una serie de
secuencias parciales de un grupo limitado de organismos procarientes y eucariontes
llegd a revolucionar desde entonces nuestro entendimiento sobre el origen de la vida
en la Tierra, permitiendo establecer un sistema de clasificacion basado en la

definicion de los linajes Bacteria, Archaea y Eucariota a partir de todas las formas
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de vida existentes, y nos ha permitido comprobar la existencia de una desconocida y
abundante diversidad microbiana en ¢l ambiente {Akkermans et al 1994; Pace 1996;

Hattori et al. 1997).

Los resultados obtenidos del estudio de los ARNr 16S no solo fueron causa del
resurgimiento del interés por la sistematica, sino que también generaron la
colaboracion entre diferentes disciplinas que tradicionalmente no habian sido
consideradas en estudios microbiologicos y el fortalecimiento de otras materias,
como la taxonomia y la ecologia microbianas. Gracias a esto, los criterios empleados
en sistematica y taxonomia (muchas veces subjetivos}, con los que se juzgaban
diferentes hechos y que prevalecieron durante décadas, fueron reemplazados por
criterios solidos y objetivos basados en pruebas experimentales. De este modo, las
diferentes técnicas de biologia molecular (la amplificacion por PCR, clonacidn,
secuenciacién, hibridacién y el uso de sondas, por ejemplo) fueron aceptadas como

metodclogias de gran importancia en €l contexto de estas disciplinas.

La determinacién de las relaciones filogenéticas de los microorganismos
mediante el empleo de tales técnicas fue uno de los hechos mas importantes en la
microbiclogia vy ecologia microbiana a finales de la década de los 80°s. Sin embargo,
la gran mayoria de los organismos procariontes presentes en el ambiente y el papel
que tienen en un ecosistema concreto permanecen aun sin identificar. Como
consecuencia de esto, hasta que sea identificada la totalidad de la diversidad de
Bacteria, Archaea, hongos filamentosos, levaduras, algas y protozoarios no se
podran establecer las bases de una discusién sobre la importancia que tienen los
microorganismos en el contexto de la importancia de la diversidad microbiana, los
aspectos de conservacion de la biodiversidad, la preservacion de pozas genéticas y el
papel que tienen estos microorganismos con otros organismos mas evolucionados
para mantener la estabilidad de un ecosistema, incluyendo también a aquellos
microorganismos no cultivables (Boone, et al. 1995; Akkermans, et al. 1994; Pace,

1996: Busse, et al. 1996; Vandamme et al. 1996; Hattori et al 1997).
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La blisqueda de un marcador éptimo para estudios filogenéticos.

El potencial del analisis comparativo de la estructura primaria de una
macromolécula para analisis filogenéticos de especies procariontes, fue vislumbrada
desde la década de los 60's, cuando se establecid la relacién entre una tasa
evolutiva y el cambio en la secuencia de una molécula. Basados solamente en la
secuencia de unas cuantas proteinas, tales como el citocromo C y las hemoglobinas,
se establecié que las moléculas biolégicas se pueden ubicar en tres categorias de
informacion. Las moléculas mas importantes son las moléculas semantoféricas o
semantidas, que son los genes o sus transcritos (moléculas primarias: ADN,
secundarias;: ARN y terciarias: proteinas). La informacién genotipica, como las
secuencias de ADN y ARN, es el registro histérico de la evolucion y la determinacion
de su estructura primaria proporciona una importante aproximacién para poder
medir las relaciones evolutivas, no solamente entre las moléculas secuenciadas sino
en relacion también con la evolucién del organismo del cual fue generada la

secuencia.

Las moléculas episemdnticas son sintetizadas bajo el contrel de las semantidas
terciarias, y en ellas se incluyen compuestos tales como el ATP, carotencides y los
marcadores quimiotaxonémicos (Stackebrandt & Rainey 1995). Estas moléculas no
son consideradas como utiles para poder derivar a partir de ellas conclusiones
evolutivas ya que enzimas con diferentes estructuras primarias pueden permitir la
sintesis de moléculas episemanticas idénticas o similares en diferentes organismos
en la proporcién en que los sitios activos de estas enzimas sean similares. Las
moléculas episemanticas no son de valor filogenético, pero si son de gran valor en la
caracterizacion de los taxones definidos por las semantidas. Las moléculas
asemantidas, tales como las vitaminas, diferentes iones, etc., no expresan ningun
tipo de informacién del organismo que las contiene, y consecuentemente no son de
valor filogenético (aunque pueden eventualmente ser empleadas para la descripeién

general de una cepa}.

En este momento resulta imposible emplear toda la secuencia primaria completa
del ADN de un organismo con fines comparativos, pero si es posible seleccionar de

entre las secucncias de genes de proteinas, secuencias de aminoacidos y secuencias
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de las diferentes especies de ARN's. El numero y diferencias en los genes gue
codifican para el ARNr y las proteinas reflejan sus filogenias y, consecuentements,
permiten el reconocimiento de pares o grupos de moléculas que se han derivado de
ancestros comunes, asi como la posibilidad de ordenamiento del organismo
secuenciado de acuerdo a su historia evolutiva, Para tener la posibilidad de medir
exactamente el tiempo transcurrido desde la divergencia del ancestro mas reciente,
los camhios deben de ser selectivamente neutrales e independientes del fenotipo y
de la presion selectiva dictada por esta funcién. De lo anterior se puede determinar
que el cronémetro molecular mas confiable puede ser representado por una parte
con menor grado de compromiso funcional del genoma que evoluciona

aleatoriamente.

Considerando que hay un numero limitade de posibilidades para una posicién
particular de una secuencia (los cuatro nucleédtidos), los cambios neutrales se fijan
rapidamente y solo es posible medir eventos evolutivos recientes. La realidad, sin
embargo, es diferente, ya que todos los genes secuenciados {y especies de ARN),
constituyen una estructura quimérica de regiones con un grado variable de
conservacion. La tasa y la naturaleza de la sustitucion de bases difiere en posiciones
individuales de las secuencias, dependiendo de su importancia para la funcién de la
molécula o del correspondiente producto del gen, pero no son sujetas a cambios
neutrales en grandes cambios revolucionarios. En su lugar, son acumulados
miiltiples cambios en regiones variables; éstas partes no reflejan el numere
acumulado de eventos mutacionales y pueden oscurecer la historia de la molécula
simulando identidades falsas. Las moléculas estan compuestas por regicnes con
mayor ¢ menoer grado de compromiso funcional, por lo quc el grado de diferencia no
puede ser directamente asociado con el tiempo acumulado (Ludwig & Schleifer

1994; Schleifer & Ludwig 1994; Stackebrandt & Rainey 1995; Pace 1996).

Las especies de ARNr como marcadores filogenéticos.

En Ja actualidad, las especies de ARNr pueden ser consideradas como los
cronémetros moleculares mas ttiles, ya que reunen todas las caracteristicas que
definen un marcador filogenético: se encuentran ampliamente distribuidas en la

naturaleza, por lo que tienen la posibilidad de cubrir diferentes taxones y son



homélogas, al derivar de un ancestro comun. Su funcién ha permanecido constante
durante millones de afios, y como la funcién es determinada por la secuencia, un
modo comparable de evoluciéon de los organismos mas lejanamente relacionades

puede ser esperado sclamente de moléculas funcionalmente equivalentes.

Los genes de ARN ribosomales parecen ser genéticamente estables. Las especies
ribosomales 16S y 235 son moléculas razonablemente grandes y este factor es
importante en el momento de analizar un namero elevado de regiones o posiciones
cambiando independientemente de un nimero cada vez mas elevado de niveles
filogenéticos. Las estructuras primarias de estos marcadores moleculares contienen
dominios con evolucién independiente, permitiendo determinar la relevancia de la
identidad o diferencia de regiones de secuencias locales para obtener conclusiones
filogenéticas. Por otro lado, diferentes regiones de estos ARNr varian a diferentes
tasas: sobre un rango de cambios lentos la regidon permanece constante ¢n su
composicién en relacién a la extensiéon del tiempo evolutivo; y sobre un rango de
cambios rapidos pueden ser generalmente vistas como diferencias en composicién
de una determinada regién entre dos cepas de la misma especie (Ludwig & Schleifer
1994; Schleifer & Ludwig 1994; Stackebrandt & Goebel 1994; Stackebrandt &
Rainey 1995, Busse et al. 1996).

Algunas proteinas que han sido empleadas como marcadores para estudios
filogenéticos (tales como los citocromos, las ferrodoxinas y las zurinas, ATPasas,
factores tuf'y proteinas de choque térmico) son también semantidas adecuadas, pero
no son tan utiles como los son los ARNr. Las razones de esto son: {i) la degeneracién
del codigo genético previene la formacion de regiones conservadas necesarias para el
desarrollo de primers para la amplificacién por PCR que podrian cubrir el rango total
de la diversidad de procariontes; (i) muchas de estas proteinas que fueron
empleadas en el pasado no se encuentran ampliamente distribuidas, lo que
restringe el analisis al establecimiento de arboles filogenéticos parciales, y (iil) la
existencia de familias de proteinas, que muchas veces hacen dificil el decidir si una
proteina es verdaderamente ortdloga © pardloga [Schleifer & Ludwig 1994,
Stackebrandt & Rainey 1995).
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El uso de secuencias parciales y la posibilidad de determinar lineas principales
de descendencia.

Resulta obvio que la posicion filogenética de un taxén se debe basar en el analisis
de secuencias completas de los genes de ARNr (ADNr). Las bases de datos existentes
en la actualidad contienen un gran nimero de secuencias completas ya que el
analisis de secuencias de ADNr ha llegado a convertirse casi en una técnica de
rutina, debide al incremento en el nimero de secuenciadores automaticos en
diferentes laboratorios y también debido a que el costo y el tiempo involucrados en
el analisis de una secuencia completa es en algunos casos mucho mayor que el

empleado para un andlisis parcial.

El uso de secuencias parciales de ADNr presenta una serie de problemas cuando
se pretenden realizar estudios filogenéticos. El siguiente ejemplo, sobre el género
Vibrio, puede demostrar algunos de estos problemas (figura 5}. El analisis basado en
secuencias completas permite observar que V. fischeriy V. salmonicida representan
el par de microorganismes con una ramificacién mas profunda, mientras que V.
hollisae ramifica entre V. proteolyticus y sus relacionados y de V. vulnificus. Cuando
el analisis se restringe al uso de 900 nucledtidos terminales del extremo 3, W
hollisae aparece como la ramificacién mas profunda, mientras que V. fischeriy V.
salmonicida forman un grupo junto con V. angillarium y V. ordalii Es posible
observar otra topologia cuando se emplean para el analisis las secuencias de 450
nucledtidos, en donde a pesar de que se observa un patrén de ramificacidon mas
parccido al obtenido en ¢l analisis de secuencias completas, se puede observar una
diferencia significativa en los puntos de ramificacién de todas las especies
analizadas. La variacién en las topologias de los arboles filogenéticos se debe a las
diferencias significativas en los valores de similitud determinados para ciertas
regiones de secuencias de un grupo de microorganismos relacionados entre si (tabla
5). La posicién de las regiones hipervariables en la estructura primaria de los ADNr
difiere de taxén en taxén y necesita ser determinada individualmente para poder ser

empleada en el establecimiento de relaciones.
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V. hol V. sal
V.ch e
V. sal V.ch
VJ{I V. vuln
. or
V. ang V. dla
V. dla
V. vuln V’}i'f‘,ar

V. par V. pro
V. alg/V.cam V. alg/V.cam

Figura 5.

Comparacién de los dendrogramas filogenéticos construidos a parir de diferente contenido de
informacion de secuencias del ADNr 16S: incapacidad de secuencias parciales para determinar ia
posicion intergenérica de especies del género Vibrio. a. Andlisis basado en la secuencia completa. b.
Andlisis basado en una regién de la posicion 501 a 1450. ¢. Analisis basado en la utilizacién de 500
nucléotidos del extremo 5°. V. alg = V. algifiarium, V. pro. = V. proteolyticus, V.f = V. fisheri, V. sal = V.
salmonicida, V. hol = V. hollisae, V. vuin = V. vulnificus. El resto de las abreviaturas no son definidas por
los autores. Tomado de Stackembrandt & Rainey 1995.
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A pesar de esto, existen algunos trabajos que han empleado secuencias
parciales de ADNr para establecer filogenias (Lane et al. 1985; Béttger et al. 1989,
Arahal et al. 1996; Rheims et al. 1996; Felske et al. 1997; Zhou et al. 1997; Burrel et
al. 1998; Feiske et al. 1998; Nisslein & Tiedje 1998). El uso de una secuencia
parcial de al menos 500 bases de¢ una clona de ADNr procedente de muestras
ambientales puede permitir la asignacion de la linea principal de descendencia. Esta
aproximacion resulta util en la determinacién del grado de diversidad en una
biblioteca de clonas y en el disefio de sondas oligonucleotidicas para determinar la
abundancia de clonas positivas en una biblioteca genémica. Sin embargo, en el
contexto del analisis de una biodiversidad global, es motivo de discusién sobre una
estrategia que involucre el analisis de secuencias de la misma regién del ADNr 165 y
el minimo de nucledtidos requeridos para tal fin. Debido a que muchos
investigadores han incluido en su analisis el extremo 5™ de esta molécula, se
recomienda la secuenciacion de 300 a 500 nucleétidos del extremo 5° (Stackebrandt

& Rainey 1995).

Determinacion de la posicién filogenética de una clona a partir de una
secuencia parcial de ADNr.

Una vez obtenida la secuencia parcial de una clona, el siguiente paso es la
determinacién de su identidad o del origen de este fragmento clonado. La
identificacién del microorganismo a partir del cual esta clona se origina, permite
asumir que €se microorganismo estuvo presente en ¢l ambiente del cual se analiza

la diversidad microbiana.

El primer pasc en el proceso de identificacién de la clona es alinear la secuencia
contra un grupo de secuencias, en el que generalmente se incluyen secuencias
representativas de las lineas principales de descendencia entre bacterias. Cuando
éste se realiza por un procedimiento manual, es posible obtener una idea de la
identidad de la clona considerando la linea principal con la que presente el mejor

alineamiento,

Una vez que las secuencias han sido alineadas, se puede construir una matriz

de similitud. Esto permite observar un valor de similitud entre la clona y el grupo
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filogenético principal. La tabla 6, muestra los valores de similitud de secuencias
parciales de clonas ambientales desconocidas con secuencias conocidas y
consideradas como referencia para determinar su identidad. La construccion de un
arbol filogenético a partir ésta matriz permite a su vez ubicar la posicion filogenética
de la clona ambiental con referencia a las secuencias conocidas empleadas en el
analisis. Sin embargo, se debe de hacer €nfasis ¢n que cuando el punto de
ramificacién es cercano a la raiz de un phylum, la posicion puede cambiar de un
phylum a otro cuando se tiene la secuencia completa y/o se emplea una seleccién de

organismos de referencia distinta.

Cuando se determina el grupo principal al que la secuencia desconocida
pertenece, ésta pude ser entonces comparada con aquéllas disponibles en dicho
grupo. Esto permite determinar la posicién exacta de la secuencia de la clona en
uno de varios niveles taxonémicos que van desde el nivel familia al nivel de especie.
Es aqui en donde se requiere el conocimiento detallado de las caracteristicas del
grupo al que pertenece la clona identificada, ya que el no incluir las secuencias de
todos los representantes de este grupo puede causar el establecimiento de
conclusiones erréneas como el que la clona representa un taxén no secuenciado

previamente o no conocido.

La carencia de secuencias disponibles para muchos géneros y especies
bacterianos representa un obstaculo importante para la determinacion adecuada de
la identidad de una clona secuenciada. En la actualidad existen una gran cantidad
de secuencias completas y parciales que se encuentran disponibles para el analisis
de comparacién, por lo que la mayoria de las especies pueden ser ubicadas
filogenéticamente en cada uno de los phyla y reincs existentes. Por ejemplo, en la
Base de Datos del Proyecto Ribosomal {RDP por sus siglas en inglés,
http:/ /www.cme.msu.edu/RDP/html/index.html)  se encuentran  depositadas
16,2772 secuencias de ARNr 168 (Maidak et al. 2000). Sin embargo, para algunos
géneros no existen datos de secuencias disponibles, por lo que ¢l descubrimiento de
nuevas lineas de descendencia del grupo principal debe ser visto con ciertas

precauciones.

2 Nimero de secuencias reportado para el mes de Octubre de 2000 en la base de datos RDP.
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Tabla 6.
valores de similitud de ADNr 16$ cbtenidos de secuencias de clonas ambientales y su parentesco
cultivable mas cercane. Los andlisis se basaron en los 500 nucledtidos terminales del extremo 5°.

CLONAS
H7 H101 H3 H79 Mc100
Agrobacterium tumefaciens 78.5 70.2 76.8 74.0 60.8
Rhodopseudomonas palusins 779 71.3 74.6 70.2 81.7
Rhodocyclus palustris 75.9 85.6 735 735 61.9
Alcaligenes faecalis 674 812 76.8 69.6 61.9
Escherichia cofi 713 713 829 69.6 56.9
Vibrio parahaemolyticus 73.5 75.1 76.2 66.9 62.4
Desulfubacter postgatif 735 65.7 74.0 75.7 60.2
Pireliula staleyi 67.4 68.0 72.4 66.9 74.6
Arthrobacter globiformis 7.3 68.5 70.2 86.7 62.4
Bacillus subtilis 70.2 67.4 707 751 65.2
Clostridium aceanicum 74.0 71.8 68.5 71.8 63.5
Bacteroides fragilis 63.0 B4.1 65.7 724 59.1
Cloroflexus aurantiacus 66.3 69.6 65.2 74.6 61.9
Thermus ruber 73.5 72.4 70.7 72.4 64.6

Origen: H, tracto intestinal de holoturino, Great Barrier Reef: Mc, muestra de suelo de Mount Coo-tha,
Brisbane, Australia.
Tomado de Stackebrandt & Rainey 1995.
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Cuando una secuencia analizada es ubicada dentro de un grupo con organismos
que son considerados como representativos de un geénero particular, pero no se¢
puede determinar una identidad especifica al compararla con las secuencias de
todas las especies empleadas para el analisis, el investigador debe de considerar en
primer lugar la existencia de otras especies del mismo género cuyas secuencias no
han sido determinadas aun, antes de llegar a la conclusién de que la clona
secuenciada representa una especie nueva, que puede ser incluso considerada como

no cultivable.

Por otro lado, la presencia de clonas con secuencias quiméricas, resultantes
durante la reaccion de amplificacién por PCR en presencia de una gran fraccién de
ADN degradado, debe ser un hecho a considerar cuidadosamente. La presencia no
detectada de este tipo de secuencias puede dar la impresion erronea de la presencia
de especies procariontes umicas €n un determinado ambiente. Para evitar un
analisis por demas tedioso para determinar la presencia de secuencias quiméricas
para cada una de las clonas secuenciadas en la base de datos RDP, ofrece una
opcién automatizada para verificar la presencia de gquimeras (programa

CHECK_CHIMERA) (Stackebrandt & Rainey 1995).

2.6 ANALISIS DE DATOS MOLECULARES: ALINEAMIENTO, CALCULO DE
DISTANCIAS Y CONTRUCCION DE ARBOLES

Alineamiento.

El alineamiento de secuencias se realiza con la finalidad de comparar un grupe de
secuencias para maximizar la similitud existente. El alineamiento de un grupo de
secuencias se realiza de tal forma que €s posible obtener una medida de la similitud
o distancia existente cntre las secuencias. Estas medidas son posteriormente

empleadas por un algoritmo para la construccién de un arbol.

Los métodos de alineamiento mas comurnes s¢ basan en una aproximacién de
programacién dinamica desarrollado por Needleman & Wunsch en 1970 (Russek-

Cohen & Colwell, 1996} en el cual, se le asigna un valor positivo a una igualdad, un
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valor negativo a un gap y un valor de cero a un mal emparejamiento. Muchos de los
algoritmos que existen en ia actualidad difieren en la velocidad y en los valores
asignados (penalizaciones), sin embargo existen aproximaciones recientes que son

considerablemente mas rapidos.

Tipos de datos: distancias versus caracteres discretos.

Esta division se basa en la forma en que los datos son tratados. Los métodos de
distancia primero convierten las secuencias alineadas en una matniz de distancia
para posteriormente introducir esa matriz en un método para construir un arbol,
mientras que los métodos discretos consideran cada sitio de un nucledtido (o alguna
funcién de ese sitio) directamente. Comeo un ejemplo, se pueden considerar las

siguientes secuencias y la correspondiente matriz de distancia:

secuencias distancias
sitios
1 2 3 4 5 6 7
1T TATTAA 2|3
secuencias 2 |[A A T T T A A secuencias 3 |5 4
3|1A A A AATA 4 (5 4 2
4lA A AAAAT 1 2 3

Los arboles obtenidos por parsimonia (un método discreto) o un método de
minima evolucién (un método de distancia) presentan una topologia y longitud de

ramas idénticas:

parsimonia distancia

El analisis de parsimonia permite identificar siete sustituciones y los sitios en

los que se presentan en las cinco ramas del arbol, mientras que el arbol de distancia
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aporta Unicamente la distancia entre las secuencias sobre las ramas del arbol. Se
puede observar t;slmbién que ambos métodos propercionan las mismas estimaciones
de las longitudes para cada rama. Bajo parsimonia, cada uno de los siete sitios
requiere un cambio, para un total de siete cambios. Si se suma la longitud de cada
rama en el arbol de distancia, se obtiene el mismo valor: 2+1+2+1+1= 7. Sin
embargo, es importante notar que el arbol de parsimonia proporciona informacion
adicional de que sitio contribuye a la longitud de cada rama y una vez que son
convertidas las secuencias a distancias, se pierde esa informacion. Ademas, los
métodos discretos permiten realizar inferencias sobre los atributos de los ancestros
extintos, en este caso, secuencias de nucledtidos extintas. En éste caso, estos

ancestros reconstruidos pueden aportar datos sobre la evolucidon molecular.

Métodos de agrupamiento versus métodos de bisqueda.

Otra forma de dividir los métodos de construccidén de arbeles es la forma en la que
éstos los construyen. De acuerdo a esto, se tiene a los métodos de agrupamiento,
los cuales siguen una serie de pasos (algoritmo) para llegar a un arbol. Por ¢jemplo,
si se tienen cinco secuencias se podria empezar con tres de ellas y decidir donde
colocar la cuarta. Una vez que se tiene el arbol con la cuarta secuencia, entonces se

decide en que lugar se adiciona la quinta y ultima secuencia al arbot.

Los métodos de agrupamiento tienen la ventaja de ser faciles de implementar,
resultando en programas de computacién rapidos. Ademas casi siempre producen
un solo arbol. Esta combinacién de velocidad y una aparente respuesta no ambigua
hace que éstos métodos hayan ganado una gran popularidad. Sin embarge, poseen

algunas limitaciones como herramientas analiticas.

El resultado obtenido de un algoritmoe de agrupamiento depende con frecuencia
del orden en el que son agregadas las secuencias al arbol en construccién, con lo
que sé podria llegar a un arbol distinto. Pero la limitacién méas importante es que
estos métodos no nos permiten evaluar hipétesis, sino que solamente producen un
arbol. Es posible que dos diferentes arboles puedan explicar una serie de datos de la
misma forma, o muy parecidamente, por lo que si no se tiene una forma de medir la

correspondencia entre los datos y el arbol, no serd posible hacerlo.
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Los métodos de agrupamiento de la segunda clase emplean un criterio de
optimizacién para escoger de entre un grupo de todes los posibles arboles. Este
criterio ¢s empleado para asignar a cada arbol un valor o rango el cual es una
funcion de las relaciones ente los arboles y datos (p.e. méaxima parsimonia y maxima

posibilidad, maximum likelthood).

Estos métodos tienen la gran ventaja de que permiten evaluar la calidad de
cualquier arbol, por lo que es posible comparar gue tan bien correlaciona una
hipétesis sobre relaciones evolutivas con el grupo de datos analizados. La gran
desventaja de éstos métodos es que son muy costosos computacionalmente. Un
método aptimo posece dos problemas que deben de ser resuellos: primero, para un
determinado grupo de datos y un arbol, ¢cudl es el valor del criterio 6ptimo para ese
arbol?, por e¢jemplo, ¢cudl es el numerc minimo de eventos cvolutivos requeridos
para explicar un grupo de datos observados?. Y en segundo lugar, ¢cudl de todos los
posibles arboles posee el valor maximo de este criterio?. El primer problema es
generalmente resuelto de forma sencilla, sin embargo, el segundo es mucho mas
complejo y pertenece a una clase de problemas llamados por los matematicos como
problemas NP-complete (NP = non-determunistic polynominal), para los cuales no

existen algoritmos eficientes para su solucion (Page & Holmes, 1999).

Historicamente los métodos de construccién de arboles que se basan en el
agrupamiento han sido ampliamente utilizados en microbiologia (Russek-Cohen &

Colwell, 1996}.

Medidas de distancia y similitud.
La medida de la distancia permite definir que tan apartados estan dos taxones, p.e.
que tan diferentes son fenotipicamente, genotipicamente y por supuesto,

filogenéticamente.

La medida empleada se selecciona con base en el tipo de caracteres registrados.
Mientras que las distancias Euclidiana o Manhattan son frecuentemente empleadas
para datos continuos, otras medidas tales como la de Jukes & Cantor, Kimura y

Fitch-Margoliash, son empleadas para comparar datos de secuencias.
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Jukes & Cantor {JC): Esta comparacién emplea un método de un solo parametro en

el cual se asume que todas las sustituciones son igualmente probables. Siendo S la
fraccién de posiciones en comun entre un par de secuencias y D = i-S, entonces la

distancia de Jukes & Cantor es:

3
—Z[ln—(1—4Dl3)]

El modele original de JC no considera el efecto de gaps o deleciones. Sin
embargo, la ecuacion original se modifico para que el calcule de la distancia

considere gaps, deleciones e inserciones, dando una ecuacion alternativa:

d‘”’ﬁ-bZ[ 3 ]+S):l{ ]

Donde [ es el niimero de bases idénticas, S es el namero de sustituciones y G es el
numero de gaps en una secuencia con respecto a la otra. Se define a N como la

suma de [+S+G.

De Wachter et. al. en 1985 (Russek-Cohen & Colwell, 1996) contabilizan cada
posicion por separado, los autores recomiendan que los gaps adyacentes sean

considerados como uno solo: Knue

En este procedimiento, a las tranversiones (pirimidina - purina) se le asigna un
mayor peso que a una transicién (purina — purina o pirimidina ~ pirimidina). En este

caso, la medicién de distancia se realiza por:

- %ln[l ~@P-0)/J1-20]

donde P = Up/N, Q = Ug/N y N = M+Upt Uq. P es la fraccion de posiciones de las
secuencias diferentes por una transicién, Q es la fraccién de posiciones diferentes
por una transversién, N es el namero de posiciones de secuencias comparadas en

las cuales ambas secuencias contiene un nucledtido. M es el namero de posiciones
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en las que las dos secuencias son iguales. Este método falla al considerar un gap

equivalente a una transversion (Russek-Cohen & Colwell, 1996).

Fitch-Margoliash: Estos dos autores propusieron una medida de distancia para
comparar secuencias de ADN. En el procedimiento, ellos examinan las proteinas que
son codificadas por estas secuencias y plantean la pregunta de scuantas
mutaciones en al ADN serian requeridas para cedificar cada proteina?, comparando

una proteina con otra (Russek-Cohen & Colwell, 1996).

Distancia Euclidiana-Manhattan: Una medida comin de la distancia entre dos

cepas cuando se emplean datos continuos es la distancia euclidiana. Esta
aproximacién es aplicable para el analisis de datos de acidos grasos y otros
atributos. Si (X1, Xz,...Xs) son el grupo o conjunto de variables cuantitativas
registradas para la primera cepa {X) y (Y1, Ya,...Ys) son el grupo correspondiente de

variables cuantitativas para la segunda cepa (Y], la distancia entre Xy Yes:

daﬁ(xl -1y’

N
Si en su lugar se emplea: d = ZiX‘ - Y|
1

Entonces se obtiene la distancia Manhattan o distancia de bloque {city block
distance). Con ambas distancias (Euclidiana y Manhattan), si los atributos
registrados tienen diferentes grados de variabilidad de diferentes unidades

alternativas, las variables son frecuentemente estandarizadas antes del analisis:

Xi - (Promedio de X:'s}

Desviacion estandar de Xi's
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Medidas de similitud.

Una medida de similitud es una cantidad numérica registrada para cada par de
taxones, Esta medida esta dada entre 0y 1, si se considera a dos taxones idénticos.
Dos de las mas comunes medidas de similitud en taxonomia bacteriana es el
coeficiente simple de identidad (ssm, simple matching coefficient) y ¢l coeficiente de
similitud de Jaccard (S). El ssm es la proporcién de caracteres que compartes dos
cepas, p.e. caracteristicas en comiin. El Sy es similar, pero ignora dobles negativos,
p.e. si ambas cepas carecen de una caracteristica dada, dentro del namero total de
caracteres. Estas medidas son empleadas con frecuencia cuando se usan datos
fenotipicos binarios, pero la medida del ssm es incluso utilizada cuando se analizan
datos de secuencias alineadas. La distancia obtenida por el método de JC es solo

una transformacién simple del ssm (Russek-Cohen & Colwell, 1996).

Medida de Sorensen. Para el analisis de acidos grasos y cromatografiia de gases

(CG)se emplea la similitud de Sorensen. Esta es la relacion de la suma de la minima
cantidad medida para cada prueba, p.e. compuestos organicos en el andlisis de (CG)
relativo al total de material para todas las pruebas para el par de cepas (Russek-

Cohen & Colwell, 1996).

Clasificacién de los métodos filogenéticos méas comunes empleados para la
construccion de arboles.

Basados en la distincién de los métodos que usan distancias versus aquellos que
emplean caracteres discretos y los métodos que emplean un algoritmo de
agrupamiento y aquellos que se¢ basan en un criterio de optimizacién, se pueden

clasificar a estos métodos de la siguiente manera {Page & Holmes, 1999):
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Tipo de datos

Distancias Sitios de
nucleotidos
UPGMA
Algoritmo de
agrupamiento Neigbour
joining
Métodos de
construccion
de arboles Criterio de Maxima parsimonia
optimizacién Evolucién
minima Maxima similitud
(maximum
likelihood)

Algoritmos para la construccion de irboles de distancia.

Existen dos elecciones que se hacen frecuentemente para la construccién de arboles
basados en distancias. Estas son ¢l método de grupos no emparejados con
medias aritméticas {Unweighted pair group method with arithmetic means o UPGMA)
y ¢l de vecinos unidos (neihgbour joining, NJ) de Saitou & Nei {1987). Ambos

métodos pueden ser alimentados con una matriz de similitud.

Estos métodos difieren en la forma en que los taxones son agrupados en cada
etapa del analisis. Aunque histéricamente el UPGMA ha sido el método de eleccion,
existe evidencia de que el NJ puede ser mas efectivo en discernir el mejor arbol a
escoger, particularmente cuando se analizan datos moleculares. Sin embargo hay
diversos aulores que no estan de acuerdo con esto. En este contexto, Huelsenbenck
& Hillis en 1993 (Russek-Cohen & Colwell, 1996), indican que el algoritmo que
probablemente sea mas efectivo es aquel que es dependiente de las suposiciones
que gobiernan las tasas de evolucién. Por lo anterior, no es probable que haya un
solo método correcto por el que se logre conseguir este hecho. Esto sugiere
entonces, que uno debe de experimentar con dos ¢ mas procedimientos y esperar

una correlacion entre ellos (Russek-Cohen & Colwell, 1996).
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UPGMA. Este método construye un arbol ultramérico, en el cual todas las puntas
son equidistantes de la raiz del arbol, lo que es equivalente a asumir un reloj
molecular. En este método, cada cepa o UTO, es considerada a ser una de n clusters
separados en un estado ]. Empleando una distancia métrica, los dos taxones mas
cercanos son combinados. Esto implica que en este estado se tienen n-1 clusters.
Los dos clusters mas cercanos son entonces combinados para formar n-2 clusters.

Las distancia entre ellos es (d;), donde i es elemento del cluster j.

El proceso de combinar los clusters mas cercanos se repite secuencialmente
hasta que se define un solo cluster enramado a todas (n) las cepas. El resultade de
este analisis tipicamente ¢s presentado como un arbol o dendograma. El gje debajo
de &l representa la distancia en la cual un determinado taxén une un cluster (Russek-

Cohen & Colwell, 1996).

Neighbor joining (NJ). Este método es ampliamente utilizado para la construccion de
arboles ya que combina la velocidad computacional con la obtencién de un solo
resultado (un solo arbol). Estos dos atributos lo hacen muy atractivo. NJ es un
método de agrupamiento y presenta la limitacién de que no optimiza un criterio de
correlacion entre los datos y el arbol obtenido. Sin embargo, es un buen método

hueristico para la estimacién de un arbol evolutivo minimao.

Este algoritmo asume que existen cambios independientes en todos los sitios
con igual probabilidad. Si una base cambia es independiente de su identidad y
cuando cambia hay una misma probabilidad de terminar en cada una de las otras
tres bases. Por lo que la matriz de transicion para un periodo de tiempo corto o dt
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donde a es u dt, el producto de la tasa de substitucién por unidad de tiempo uy la
duracién dt del intervalo de tiempo. Para periodos de tiempo largos esto implica que

la probabilidad de que dos secuencias difieran en un sitio dado es:

3 &
==(l-e
P 4( )

y por lo que si observamos p, s€ puede computar una estimacion de la longitud de

la rama ut invirtiendo la ecuacién anterior para obtener:
3 4
ut =—=log (1-—=
2 g.( 3 )

En ésta aproximacion, el vecino mas cercano es seleccionado de la siguiente forma:
un par de vecinos es un par de UTOs conectados por medio de un solo nodo interior

en un arbol bifurcado no enraizado.

(n-1)

. . n . .
El numero de pares de vecinos €s > cuando n es par y o si es impar.

Inicialmente se asume una topologia en forma de red o de estrella del arbol a

construir. Se unen dos taxones resultando la suma de la longitud de las ramas. Esto

n{n-1)
2

se realiza al examinar el nimero posible de arboles que pueden ser

computados cuando un par de UTO’s son combinados en una unidad taxondmica

hipotética o UTH.

Una vez que los taxones ImAs CErcanocs (#1 y #2 por conveniencia} son
combinados en un soto UTH, el resultado es de n-1 UT's. La distancia de la UTH
combinada a la UTO, se define como:

Dyopsy=(Dyy +Dy)12 3STSn
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Esto resuita en una matriz revisada. El proceso se repite buscando nuevos
vecinos. Este proceso se repite con todos las UTO’s restantes y se gencra un arbol

no enraizado (Felsestein, 1989, Russek-Cohen & Colwell, 1996; Page & Holmes, 1999).

Métodos discretos.

En contraste con los métodos de distancia, los métodos discretos operan
directamente en las secuencias, o en las funciones derivadas de las secuencias, en
lugar de actuar sobre las distancias. Por lo que evitan la pérdida de informaciéon que
se presenta cuando una secuencia es convertida a distancias. Los dos métodos
discretos principales son la maxima parsimonia y la maxima posibilidad (maximum
likelihood). La parsimonia maxima cscoge el arbol (o arboles) que explica{nj un
menor numero de cambios evolutivos. La maxima posibilidad escoge el arbol (o
arboles) que a partir de todos los arboles, es el unico mas similar al que han

generado los datos observados.

Maxima parsimonia, En cladistica, un arbol es construido bajo el principio de

maxima parsimonia o el principio de evolucién minima. Esta aproximacion ¢s usada
mas exactamente en areas de la biologia como son la entomologia y la paleontoiogia
mas que en microbiologia (Russek-Cohen & Colwell, 1996). Los arboles obtenidos

asumen la representacion de las relaciones evolutivas entre los taxones analizados.

La clasificacion basada en datos fenotipicos, tales como variables binarias
tienden a ser completamente funcionales en estudios cladisticos, un hecho critico es
la direccionalidad de los caracteres. En cladistica, se asume que uno puede
determinar que el estado de caracter binario {p.e. 0 6 1} se encuentra en un estado
primitivo o avanzado. Es claro que no €s posible hacer que este tipo de asignaciones
facilmente, por lo que en el pasado, los microbidlogos evitaron emplear estos
métodos. Sin embargo, con el uso de datos moleculares es posible considerar las

relaciones filogenéticas entre microorganismos.

La busqueda de un arbol tnico con la maxima parsimonia es una tarea que
involucra la demanda de mucho tiempo, y puede ser dificil o hasta imposible. Un

prohlema es el gran nimero de arboles que se necesitan examinar para encontrar el
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arbol mas parsimonioso. Por ejemplo, con t UTOQ's es posible encontrar (2t-3)1/ 202(t-
2)1) arboles, o cuando t = 10, esto significa que se obtendran 34,459,425 arboles.
Como consecuencia, son requeridos procedimientos duie limiten el numero de
arboles. Si la resolucién de los datos no es adecuada, se pueden encontrar varios
arboles .parsimoniasos,. para construir posteriormente un arbol consenso, que
describa las caracteristicas de todos o la mayoria. Un paquete computacional que
ofrece esta alternativa es el paguete PAUP (Russek-Cohen & Colwell, 1996; Page & Holmes,
1999),

Maximum likelihood {maxima posibilidad). Felsestein en 1981 {Russek-Caben & Colwell,

1996) propuso una aproximacion de conjunto de procedimientos estadisticos
conocidos como de maxima posibilidad (maximum liketihood, ML). La técnica se basa
en la estimacion de la probabilidad de diferentes tipos de sustitucién (p.e. la

probabilidad de que A pueda cambiar a C).

El método asume que todas las bases en una secuencia se comportan
independientemente y asume también que los cambios son verosimiles aunque sean

poco probables generando un namero minimo que explique todas las diferencias.

Este método requiere de una gran cantidad de tiempo para poder obtener un
arbol y tiene el riesgo de que los resultados obtenidos no necesariamente
concuerden con lo existente, por lo que podria explicar hechos biolégicos falsos o

erroneos (Russek-Cohen & Colwell, 1996).
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3

HIPOTESIS y OBJETIVOS

HIPOTESIS DEL PROYECTO.

“Es posible determinar la diversidad de bacterias lacticas en una muestra de
pozol tipo indigena, por medio del analisis de secuencias parciales de ADNr 163

obtenidas a partir de la fraccion de ADN bacteriano extraido de este alimento”

OBJETIVOS.

Objetivo general.
Conocer la diversidad de bacterias lacticas presente en una muestra de pozol tipo
indigena, por medio del analisis de la secuencia de ADNr 16S obtenidas a partir

de una muestra de ADN bacteriano total extraido de este alimento.

Objetivos particulares.

1. Desarrollo una metodologia de extraccién de ADN de la fraccién bacteriana
total presente en una muestra de pozol.

2. Amplificacion por PCR de los ADNr 168 presentes en la muestra de ADN
obtenido, empleando un par de primers universales para Eubacterias.

3. Clonacién de los ADNr 16S amplificados por PCR y caracterizacion de las
clonas con inserto.

4. Secuenciacién de los ADNr 16S clonados.
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5. Comparacién de las secuencias obtenidas contra aquellas depositadas en una
base de datos para conocer su identidad y analisis, para determinar asi la

diversidad bacteriana presente en la muestra de pozol.
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4

MATERIAL Y METODOS

4.1 EXTRACCION DEL ADN TOTAL DE LA FRACCION BACTERIANA
DEL POZOL POR UN METODO INDIRECTO.

Obtencion de una muestra de pozol procedente de la localidad de San
Cristébal de las Casas, Chiapas.

Se obtuvo una muestra de pozo! tipo indigena elaborado con maiz amarillo y
envueito en hojas de platane del mercado de la ciudad de San Cristébal de las
Casas, Estado de Chiapas, México (figura 6}. La muestra de pozol, con un tiempo
de fermentacién aproximado de 8 - 10 horas en el momento de su obtencion, fue
colocada en una bolsa de plastico estéril (STOMACHER, SEWARD MEDICAL) y
mantenida en congelacion en una mezcla de hielo con NaCl comercial durante su
traslado a la Ciudad de México. La muestra fue mantenida en congelacién a -

20°C hasta el momento de su analisis.

Separacion de la fraccion bacteriana del pozol.

Una muestra de 50 g de pozol tipo indigena se utilizé como sustrato para la
extraccién indirecta del ADN de la fraccién bacteriana presente, empleando una
medificacion del protocolo descrito por Holben et al. (1988). La muestra analizada
contenia porciones del centro, parte media y superficie de la bola de pozol para
asegurar una representatividad de cada uno de los posibles microambientes
presentes en el alimento. El procedimiento de extraccién de ADN empleado se

muestra en el diagrama de la figura 7 y estuvo conformado por la separacién
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Figura 6.

Muestra de pozol tipo indigena que se con
Chiapas y empleado como substrato para
{0.3x).

siguié en el mercado de San Cristdbal de Las Casas,
la extraccion del ADN de la fraccidn bacteriana presente
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Pozol indigena

!

Hormogeneizacion en ULTRATURRAX:
200 ml de sc!. de homogeneizacitn,
3 ciclos de homogeneizacion de 1 min.
con intervalos de 1 min. en hielo.

e ——
Dos ciclos mas

Centrifugacion 1 000 x g / 4°C, 15 min,

Precipitado (P1, P2)

$1
L Determinacion
Dete#nagigcldn 4——— Precipitado (P3} Sobrenadante s2 #UFC
53

Concentracign #—————
Centrifugacién 23 000 x g { 4°C, 20 min,

Resuspensién en 200 ml
de Pirorofosfato de Na 2% pH 8.5

!

Centrifugacién 23 000 x g / 4°C, 20 min

o "lrtd .y LavarenTE pH 8.0
recipitado

Centrifugar
Resuspender en 100 mi

/ de TE, pH 8.0
Lisis

Lisozima Smg/ml, 37°C / 1 hora
Prenasa 10 mgimi, 37°C/ 30 min.
Tratamiento térmica 65°C / 10 min. eon adicién de SDS 20%
Incubacian en refrigeracidn toda la noche

l

Ultracentrifugacion por gradiente discontinuo en GsCl
45 000 rpm, 18°C/ 21horas, rotor Vi 50

Recuperacion de DNA y eliminacién ¢e CsCi

Precipitacion y resuspensidn en
200 ulde TEpH B0

Abszeamec Electroforesis en gel de agarosa 1%

Figura 7.
Proceso de extraccion indirecta del ADN bacteriano del pozol.
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de la fraccién bacteriana por un proceso de homogeneizacién/centrifugacion,

lisis celular y purificacién del ADN.

La muestra de 50 g de pozol fue colocada con ayuda de una espatula en una
botella de centrifuga de 500 ml, adicionandose 200 ml de una solucion
modificada de Winogradski (K:HPOi 1.43 mM (BAKER}, MgS047H0 1.11mM
(BAKER), NaCl 2.14 mM (BAKER), Fe (SO4)z 4.75 uM (BAKER), MnSO. 14.8 uM
(BAKER), pH 7.0}, diluida 1:20 (v/v) en H20 destilada justo antes de ser utilizada.
Para asegurar una separacion eficiente de la fraccion bacteriana del sustrato, la
muestra de pozol fue homogeneizada en un mezclador Ultraturrax (ULTRA-
TURRAX T25, IKA LABOR TECHNIK) a una velocidad media, en tres ciclos de
homogeneizacién de 1 min. con intervalos de incubaci6én en hielo de 1 min. (para
evitar el calentamiento de la muestra). El homogeneizado fue centrifugado 2 1000
X g durante 15 min. a 4°C, para separar células fungicas y particulas del
alimento. El sobrenadante {S1) se transfiri6 a otra botella de centrifuga de 250 ml
y {ue mantenido en hiele. Para realizar una extraccién exhaustiva de la fraccion
bacteriana, el precipitado resultante fue homogeneizado en Ultraturrax dos veces
més como se describid anteriormente, obteniéndose los sobrenadantes S2 y S3
respectivamente. Los sobrenadantes S1, 82 y 83 fueron recentrifugados a 23000
x g durante 20 min a 4°C para colectar la fraccién bacteriana. Para evaluar la
eficiencia de la extraccion bacteriana del alimento, se plaquearon alicuotas de los
tres  sobrenadantes y  del  precipitado final del  proceso de
homogeneizacion/centrifugacién (P3} en agar-APT (DIFCQO) y se calculd la

eficiencia de recuperacion celular.

Los precipitados bacterianos pS1, pS2 y pS3 fueron resuspendidos y
concentrades en 200 ml de una solucién de pircfosfato de sodio 2%, pH 8.5
(SIGMA). La muestra se centrifugd a 23000 x g durante 20 min. a 4°C. Este paso
es reportado como necesario para eliminar material organico no celular del
alimento, remanente en la fraccion celular separada (Helben et al 1988), El
precipitado se lavé dos veces con 200 ml de una solucién de TE (TRIS-HCI 33mM
(SIGMA), EDTA 1 mM (BAKER], pH 8.0} y se centrifugd en las condiciones
anteriormente descritas. El precipitado se resuspendié finalmente en 100 m) de

TE. Esta solucion fue utilizada para iniciar el proceso de lisis celular.
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El manejo de la muestra de pozol a analizar y €l proceso de extraccion celular
fueron realizados bajo condiciones ambientales asépticas y con material y
soluciones estériles para evitar la posible contaminacién con microorganismos no

asociados al alimento.

Extraccion y purificaciéon del ADN bacteriano.

Lisis de la fraccién bacteriana aislada. A la suspension bacteriana en TE se le
adicionaron 25 ml de una solucién de NaCl 5M. La muestra fue incubada a
temperatura ambiente (t.a.} durante 10 min. y las células fueron centrifugadas a
23000 x g durante 20 min. a 4°C. Se desechd el sobrenadante y el precipitado se
resuspendié en 10 ml de una soluciéon TS (TRIS-HCI 50 mM, NaCl 50mM, pH 8.0)
y se transfirié a otro tubo de centrifuga de 50 m! al que se le aitadieron 50 pl de
una solucién de SDS al 20% (SIGMA). Se incubé la muestra a t.a. durante 10
min. y se centrifugé como se describio anteriormente. El precipitado fue
recuperado v resuspendido en 3.5 ml de una solucion de TSE (TRIS-HCI 50mM,
Sacarosa 0.75 M (BAKER), EDTA 10 mM, pH 8.0). Se adiciond lisozima cristalina
(SIGMA]} hasta una concentracién final de 5 mg/ml y se incubd a 37°C durante 1
hora, con agjtacién ocasional. Al término de la incubacién con lisozima se
adicionaron 0.5 ml de una solucién de 10 mg/ml de Pronasa predigerida
(BOEHRINGER MANHEIM) (en una solucion de TS). La muestra se homogeneizd
en vortex a maxima velocidad y se incubd a 37°C durante 1 h. Al términoe de la
incubacién, la muestra se calenté a 65°C en un bafio de agua y se adicionaron
0.25 ml de una solucién de SDS 20%, incubando 10 min. a 65°C. Después de

este tratamiento la muestra se mantuvo en refrigeracion toda la noche.

Para evaluar la posibilidad de interferencia de la masa en el proceso de lisis
celular, se realizaron los siguientes controles: Control 1. Una muestra de 100 g
de masa de maiz obtenida en una tortilleria fue disuelta en un cultivo de 100 ml
de Lactobacillus amylophilus incubado en caldo APT (DIFCO} y procesado de
acuerdo a la metodologia descrita para la extraccion de células y lisis. Controt 2,
un cultive de 100 ml en caldo APT de L. amylophilus fue sometido al proceso de
lisis descrito. En ambos casos, los cultivos de L. amylophilus fucron incubados
toda la noche. Para determinar la eficiencia del proceso de lisis en ambos

controles, se plaqued una alicuota de las mismas en agar-APT antes de iniciar el
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proceso de lisis, después del tratamiento con lisozima-pronasa y después del

tratamiento con SDS.

Purificacion del ADN bacteriano. La suspension lisada en refrigeraciéon se
clarifico por centrifugacién a 40 000 x g durante 1 hora a 4°C y alicuotas de 5 ml
del sobrenadante se transfirieron a tubos de centrifuga de 50 ml previamente
pesados. Las muestras fueron preparadas para ser purificadas por
ultracentrifugacién en un gradiente discontinuo de cloruro de cesio
{CsCly)/bromuro de etidio (EtBr) en una centrifuga XL-90 {(BECKMAN),de acuerdo

a la metodologia descrita por Sambrook et al. {1988].

La banda de ADN cromosomal obtenida del proceso de ultracentrifugacién, se
visualizé bajo luz ultravioleta de onda larga y se recupert con ayuda de una
aguja en un tubo de microcentrifuga de 1.5 mi. £l ADN fue purificado eliminando
¢l EtBr por lavados sucesivos con 1 volumen de isopropanol (BAKER} y
centrifugando a 200 x g durante 2 min. a t.a., hasta obtener la fase acuosa libre
de EiBr. El CsCl; se eliminé lavando la fase acuosa recuperada y concentrada de
cada tubo, con 2 volimenes de agua destilada y 6 volimenes de etanol absoluto
frio (BAKER}, mezclando manualmente € incubando exactamente 30 min. a 4°C.
Este tratamiento se realizé en un tubo de centrifuga de 50 ml estéril. El ADN se
recuperd por centrifugacion de la muestra incubada a 15000 x g durante 30 min.
a 4°C. El sobrenadante fue descartado y el precipitade secado al vacio y
resuspendido en 400 ul de agua destilada. La integridad y calidad del ADN
obtenido se evalud por electroforesis en un gel de agarosa al 1% (SIGMA) y su

pureza y concentracién se determiné espectrofotomeétricamente.

A partir del ADN obtenido de la fraccién bacteriana del pozol, se obtuvieron
las secuencias parciales de los ADNr 16S amplificados por PCR, las cuales fueron
identificadas posteriormente. El procedimiento empleado se muestra en el

diagrama de la figura 8.
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ADN bacteriane del pozol

Presencia de un
producto de
amplificacién de 1.5 Kb.

l 95°C
Analisis en gel de . . 72°C
Amplificacion de los ——
agarosa < ADNr 165 por PCR
42°C
l I
Clonacién del producto de PCR
clonado en un sistema TA Amglificacin por PCR
del ADNr 168 clonado,
empleands como
¢ templado pldsmido
Deteccion de clonas positivas
{ptdsmido + inserto):
fo] O%O fenotipo blanco - azul
Minipreparacion
alcalina
Dinastién del plasmido Seleccidn de 36
igastién del plasm S lon insert
€ "lgam Hi - Hind Il vlonas con inserte
Deteccion de 16 ¢ Andlisis de primeras
clonas Gnicas 300 bases
Secuentiacién hasta 650
bases -
l Programa BLAST {NCBI) —= | Identificacion
Andlisis de secuencias Deteccién de quimeras (CHECK_CHIMERA, RDP)
Alineamiento en Clustal W
Céleulo de distancias (DNADIST) PHYLIP
Construccidn de asbol {(NEIGHBORG) PHYLIP
Figura 8.

Obtencion de las secuencias parciales de los ADNr 165 obtenidos por amplificacidn por PCR a
partir del AON bacterianc extraldo del pozol y su posterior analisis
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4.2 AMPLIFICACION POR PCR DE LOS ADNR 16S PRESENTES,
CLONACION DEL PRODUCTO DE AMPLIFICACION E
IDENTIFICACION DE LAS CLONAS CON INSERTO.

Amptlificacién por PCR de los ADNr 165 presentes.

Los ADNr 16S se amplificaron por PCR de acuerde a las condiciones descritas
por Weisburg, et al (1991}, Se empled un par de primers denominados D1
5'd[AGAGTTTGACCTCCTCCTGGCTCAG)3  y D1 5 d{AAGGAGGTGATCCAGCC)S’,
reportados para la amplificacion de ADNr 16S de los diferentes grupos
bacterianos mostrados en la tabla 7. La reaccién de PCR se realizé en tubos de
microcentrifuga de 0.5 ml con 100 pl de la siguiente mezcla de reaccién: PCR
reaction buffer 1X (TRIS-HC! 200mM, pH 8.0, KCl 500mM) {GIBCO-BRL), MgCl,
1.5 mM, pH 8.0 (GIBCO-BRL), 200uM de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTPF, dTTPF,
AMERSHAM), AmpliTag DNA Polimerasa recombinante (2.5 U/100ul) (GIBCO-
BRL), primer rD1 (1.0 uM), primer (D1 (1.0 pM) y ADN templado, 14 ng/pl
{concentracion final) y llevados a 100 ui con agua destilada estéril. La mezcla de
reaccién se cubrié con 50 pl de aceite mineral estéril (BAKER). Las condiciones de
reaccion fueron: 1 ciclo de desnaturalizacién inicial a 95°C durante 5 min., y 35
ciclos de amplificacién: 95°C durante 2 min., 42°C durante 0.5 min. y 72°C
durante 4 min. La reaccién de amplificaciéon se realizd en un termociclador
multibloques (Robocycler 40 STRATAGENE). Al término de la reaccion de
amplificacién una muestra de 10 pi de reaccién fue analizada en electroforesis en

de gel de agarosa al 1.5%.

Clonacién del producto de amplificacion e identificacién de las clonas con
inserto.

El producte de amplificacién de 5 reacciones independientes fue concentrado y el
aceite mineral remanente se eliminé por extraccién con 1 volumen de cloroformo
(BAKER}. La fase acuosa fue recuperada y precipitada con 2 volumenes de etanol
absoluto frio {(BAKER) e incubado 30 min. a -20°C, se centrifugé en las
condiciones descritas, se lavé con 1 ml de etanol al 70%, se secHd al vacio y se

resuspendio en 50 pi de H,O destilada estéril. Una alicuota del producto de PCR
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fue clonada en el kit para clonacién de productos de amplificacion por PCR
pT7Blue T-Vector Kit (NOVAGEN cat. no. 69836-1). Este tipo de vectores,
denominados vectores de clonacién TA, estan disefiados para la clonacién rapida
de prdductos de PCR, aprovechando la caracteristica de muchas ADN
polimerasas termoestables, tales como la Tag ADN Polimerasa, de dejar una
cadena sencilla de adeninas (A} en el extremo 3'- de sus productos. Estas
moléculas pueden ser ligadas directamente a un vector compatible que contiene

una cadena sencilla de timinas (T} (Ausubel et al. 1992}

Reaccién de ligacién, La reaccién de ligacién y transformacion se realizo de
acuerdo al protocolo estandar descrito por el proveedor: para una reaccion de
ligacién estandar se ligaron 50 ng (0.03 pmol) del plasmido pT7Blue T-Vector con
0.2 pmol del producto de amplificacién (proporcion  molar aproximada de
inserto a vector de 5:1 bajo estas condiciones) en un tube de 1.5 ml. Cada
uno de los componentes empleados en la reaccién de ligacién, son incluidos en el

kit mencionadas anteriormente:

1.0 pl Buffer de ligasa (TRIS-HC1 200mM pH 7.6, MgClz S50mM)
05 ul DTT 100 mM

0.5 ul ATP 10 mM

1.0 pl pT7Blue T-Vector 50 ng/ul

2.0 pl Producto de amplificacién (0.2 pmol aproximadamente)
14.5 ul H;O

0.5 ul ADNLigasa T4 (2-3 Unidades Weiss) {Adicienada al final).

La mezcla de reacciéon se homogeneizé por pipeteo suave y se incubé 2 h a 16°C.

Transformacién. Una alicuota de 20 pl de células competentes de Escherichia
coli NovaBlue (incluidas en el kit de clonacién], fue descongelada en hielo y se
transfirié a un tube de microcentrifuga de 1.5 ml en hielo. De la reaccién de
ligacién se pipeted 1 pl directamente a las células, se mezcld por agitacién suave.
El tubo con las células fue incubado 30 min. en hielo y calentado exactamente 40
seg. a 42°C en un bafo de agua sin agitar y transferido inmediatamente a un
bafio de hielo e incubado por 2 min. (Sambrook et ai, 1988). Al término de la
incubaci6n se agregaron 80 ul de medio SOC a t.a. (inctuido en el ki), se incubo

en agitacién a 250 rpm durante 1 hora a 37°C.



Tabla 7." .
Caracteristicas de los primers rD1 y fD 1 empleados para la amplificacién de genes de ARNr 168,

1 5~ cegaattegtecacaac AGAGTTTGACCTCCTCCTGGCTCAG -3°
longitud: 37 nucléotidos
% G+C:51.53
Tm: 69.1°C
Sitios de restriccion para £coR1 y Sall (regién en mindsculas)
Sitio de uni6n al gen de ADNr 168 de £. coli en las posiciones 8-27

Amplificacién de genes de ARNT 165 de:
Bacterias Gram {+) y relacionadas,

Bacterias parpuras y relacionadas (proteobacteria),
Cyanobacteria,

BacteroidesiFlavobacteria,

Deinococcus ¥ relacionados,

Espiroquetas,

Plachtomyces y relacionados,

Thermotaga.

Dl 5'- cecppgetecaagctAAGGAGGTGATCCAGCC - 37
longitud: 33 nucléotidos
% G + C: 60.61
Tm: 70.68° C
Sitios de restriccion para BamHI, Hindlll y Xmal (region en mindsculas)
Sitio de union al gen de ADNr 165 de E. coli en las posiciones 1541-1525

Amplificacién de genes de ARNr 168 de:
Bacterias pirpuras y relacionadas,
Bacterias Gram (+) y relacionadas,
Cyanobacteria,

Espiroquetas,

Plachtomyces,

Chlorobium,

Thermotaga.

La combinacién fD1+rD1 genera un producto de amplificacion de aproximadamente 1500 kb.

Tomado de Weisburg, et al. 1991.
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Después de esta incubacion, se plagued una alicuota 50 ul de mezcla de
transformacion se plaquearon en placas de agar-Luria-Bertani preparado a partir
de sus ingredientes (Sambrook, et al, 1988), suplementadas con ampicilina
SO0pg/ml (SIGMA)} (amp) y tetraciclina 15 ug/ml (SIGMA) (tet). La tet asegura la
seleccion del fenotipo F' que contiene el gen marcador lacZAM 15, eliminando la
interferencia de colonias blancas no recembinantes gque han perdido el fenotipo
F°. Para la seleccion de las colonias recombinantes blancas/azules, es necesario
inciuir IPTG 40 mM (BOHERINGER-MANHEIM) y X-gal 80 pg/ml (BOHERINGER-
MANHEIM) a las placas con agar-LB. Estos compuestos son adicionados bajo
condiciones asépticas una vez que el medio agar-LB ha side esterilizado y con
una temperatura aproximada de 40°C {Ausubel et al. 1992). Las cajas se

incubaron toda la noche a 37°C.

Seleccidn del fenotipo blance/azul. El vector pT7Blue permite la seleccion de
recombinantes por seleccién de colonias blancas/azules. El plasmido codifica una
copia funcional del u-péptido lacZ que complementa el fragmento w-lacZ
expresado por la cepa hospedera (NovaBlue). Como resultado de esta
complementacién, la enzima activa B-galactosidasa puede hidrolizar el substrato
cromogénico X-gal para generar colonias con un color azul. Los insertos que son
clonados en un sitio de corte para la enzima EcoRV modificado localizade en la
region que codifica al a-péptido interfieren con su funcién, por lo que las colonias
recombinantes aparecen blancas cuando son plaqueadas en cajas suplementadas

con IPTG/X-gal.

Sin embargo, adicionalmente al fenotipo azul y blanco de las colonias que
han crecido en las placas, se pueden observar colonias azul claro resultantes de
una autoligacién (poco eficiente, pero detectable) de los extremos de dT por la
ligasa T4 y colonias blancas con centro azul como resultado de la sintesis de
pequefias cantidades del a-péptido funcional. Para evitar la posibilidad de
aparicion de falso positivos, las colonias blancas resultantes se transfirieron a
una caja nueva de agar-LB {complementada como se describié previamente) para
corroborar el fenotipo lac (colonias blancas). Las cajas se incubaron a 37°C toda

la noche y las colonias blancas resultantes fueron transferidas asépticamente a
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tubos con 3 ml de caldo LB suplementado con amp {50 pg/ml) y tet (12.5 pg/mi),

incubandose a 275 rpm y 37°C toda la noche.

De los cultivos resultantes, 1 m! fue mantenido en congelacion a -70°C en
glicerol' al 30% (BAKER) y 1.5 ml fueron procesados para extraer ¢l plasmido,
utilizando el protocelo de minipreparaciones por el método de lisis alcalina

(Ausubel et al. 1992).

Verificacion de la presencia de un inserto clonado correspondiente al
tamafo del ADNr 168. Para confirmar la presencia de un inserto de
aproximadamente 1.5 kb en la coleccién de clonas se realizaron las siguientes
pruebas:

(a) Digestién enzimatica del plasmidotinserto: una alicuota de cada
minipreparacién de plasmido fue digerida simultineamente con las enzimas
Sal 1y Hind 111 (GIBCO-BRL} a 37°C toda la noche en reacciones de 20 pl. La
digestion fue analizada por electroforesis en gel de agarosa 1.5% evaluando la
presencia de una banda correspondiente al tamafo del plasmide y de una
banda de aproximadamente 1.5 kb correspondiente al tamano promedio del
ADNr 16S amplificado por PCR {Weisburg et al. 1991).

(b} Amplificacién por PCR: una alicuota de cada minipreparacion de plasmido fue
utilizada como templado para una desarrollar una reaccién de PCR para la
amplificacién del ADNr 1685 clonado en el plasmido. Para este experimento, se
emplearon las condiciones de amplificacién y concentraciones de reactivos ya

empleadas y descritas previamente.

Como resultado de estos analisis se detectaron 36 clonas positivas,
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4.3. SECUENCIACION PARCIAL DE LOS ADNr 165 CLONADOS.

La coleccion de 36 clonas recombinantes con el plasmido+inserto fue secuenciada
hasta 300 bases para determinar la presencia de clonas unicas. A partir de cada
una de las 36 clonas, se obtuve una minipreparacion de plasmidos
recombinantes para ser empleade como templado en una reaccidn de
secuenciaciéon a partir de ADN de doble cadena. Se realizaron cultivos de 3 ml de
caldo LB suplementado con amp 50 pg/ml y tet 12.5 ug/ml a 37°C toda la noche.

Una alicuota de 1.5 ml de cada cultivo fue procesada de acuerdo al protocolo de

preparacion de templado de doble cadena descrito por Kovalenko et al. (1994).

Este protocolo permite la obtencién de plasmidos libres de ARN y con un

rendimiento promedio de hasta 5 ug de ADN por 1.5 ml de un cultivo en

saturacion de E. coit:

{aj Un cultivo de 1.5 ml de cada clona se centrifugd a 3000 rpm durante 3-5 min
ata.

{b) El precipitado fue resuspendido en 0.1 ml de TE (TRIS-HCI 10 mM, pH 8.0,
EDTA 1 mM) y se adicioné 0.1 ml de fenol:cloroformo:isoamilico {25:25:1 v/v)
(BAKER). La mezcla se agité en vortex a méaxima velocidad durante 20 segy se
centrifugd a 5000 rpm durante 5 min a t.a.

{c) La fase no acuosa se transfirié a un segundo tubo de 1.5 ml y se adicioné 0.1
m! de TNEM (TRIS-HCI 10 mM, pH 8.0, NaCl 0.1 M, EDTA 1 mM, MgClL 0.1 M
(BAKER)) y 100 pg/ml de Ribonucleasa A (libre de DNAsas, 10 mg/ml stock,
congelado a -20°C (SIGMA)). La mezcla fue centrifugada a 5000 - 7000 rpm
durante 5 min. a t.a.

(d) El sobrenadante se transfirié a un tercer tubo y el plasmido se precipitd con la
adicion de 0.1 ml de acetato de amonio 10 M {BAKER) y 0.8 ml de etanol
absoluto frio, incubandose en hielo durante 15 min y colectandose por
centrifugacién a 5000 rpm durante 5 min. a t.a.

(e) El etanol residual se decantd y el precipitado fue lavado con 1 ml de etanol

70% y secado al vacio.



64

Para la reaccién de secuenciacion se empleé el kit de Thermo-Sequenasc

readiolabeled terminator cycle sequencing (Amersham US79750) bajo las

siguientes condiciones de reaccion:

(a) PreParacién de reacciones de terminacion. Para cada secuencia a realizar se
preparo una mezcla de reaccién empleando 2 ul de la mezcla de terminacion

{termination master mix) y ¢.5 pl de ddNTP's marcados, de acuerdo al

siguiente cuadro:

Mezcla de 1 secuencia

terminacion G A T C

(1)
[a-P3]ddGTP  |0.5

[«-P33]ddATP 0.5

[a-P3]ddTTP 0.5

[e-P3]ddCTP 0.5
Total 2.5 25 25 25

(b} Una vez preparada esta mezcla se repartieron 2.5 pl de cada reaccion de
terminacién en tubos rotulados respectivamente como G, A, T, C para cada
secuencia. Cada tubo se mantiene en incubacion en hielo hasta su uso.

(¢} Para el desarrollo de la reaccion se preparé la siguiente mezcla en tubos

eppendorf de 0.5 ml:
Buffer de reaccién = 2 ul

Templado Al
PrimerC 1 pl {2 pmol/pl]
H,O Byl

TermoSecuenasa 2l
A Dependiendo de la concentracidon, maximo hasta 10 pl, B Llevar a un

volumen final de 20 pl, ¢ Primer incluido en el kit de Termosecuenasa (M13 -

40 forward).
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Una vez preparada la mezcla de reaccion, se colocaron 4.5 pl de cada mezcla
de reacciéon a cada tubo de terminacion (G, A, T, C ) y se agregaron 20 yl de
aceite mineral.

(d) La reaccién de terminacion fue desarrollada bajo las siguientes condiciones:

35 ciclos a 95°C por 30 seg, 55°C por 30 seg, 72°C por 2 min, con un ciclo
inicial de desnaturalizacién a 95°C por 5 min. Esta reaccién se realizd en un
termociclador multiblogues (Robocycler 40 STRATAGENE). Al término de la
reaccién se adicionaron 4 ul de stop solution a cada tubo. Finalmente las
muestras se calentaron 10 min a 72°C justo antes de ser analizadas en un gel
para secuenciacion de urea-acrilamida (MERCK]).

{e) Una vez cargadas las muestras en el gel, la electroforesis se desarrollo a 1500

volts y 50 watts. Al término de ésta, el gel fue separado de los vidrios, pegado
a una hoja de papel filtro, secado por 1 hora a 80°C y expuesto a una pelicula
fotografica (KODAK) toda la noche a -20°C. Al término del periodo de

exposicion, la pelicula fue revelada y analizada.

Con el andlisis de las primeras 300 bases de cada clona, se determiné la
presencia de 16 clonas unicas. Para esto, una muestra de 15 pt de cada
preparacién de templade con una concentracién de 200 ng/pl fue enviada para
su analisis al servicio de secuenciacién automatizado de la Escuela de Ciencias
Biolégicas de la Universidad de Auckland, Nueva Zelanda (Private Bag 92019,
Auckland, New Zealand).

La reaccién de secuenciacién realizada se basa en el proceso Dye
Terminator Chemistry, en el cual las reacciones de extension de ADN son
amplificadas linealmente y el colorante marcador es incorporado al producto de
reaccion por la AmpliTag ADN polimerasa. En este caso son empleados cuatro
distintos colorantes fluorescentes como marcadores, en donde un color equivale a
cada una de las cuatro bases que forman al ADN. El producto purificado de la
reaccién de extension es analizado en un equipo AB 373A Strectch DNA
Sequencer, el cual hace uso de una separacion electroforética que permite la

deteccion de los productos de ADN marcados por fluorescencia como resultado de
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la reaccién de secuenciacion. Para todas las reacciones de secuenciacion se
empleé el primer universal M13/pUC (-40] 5'd{GTTTTCCCAGTCACGAC)3
(AMERSHAM). Como resultado de este analisis de obtuvo una secuencia parcial

de 650 bases para cada clona analizada.

4.4 IDENTIFICACION Y ANALISIS DE LAS SECUENCIAS PARCIALES
DE ADNr 168 CLONADOS.

Las secuencias de 650 nuclestidos de cada clona Pz fueron analizadas en la base
de datos de secuencias nucleotidicas no redundantes detl GenBank empleando el
programa BLAST (Altschul, et al. 1997), en la pagina en Internet del National
Center for Biotechnological Information (NCBI, http://www.ncbi/nlm/nih.gov},

para corroborar su naturaleza como secuencia de ADNr 168 y su identidad,

Alineamiento de secuencias. Todas estas secuencias fueron alineadas con
secuencias de referencia, obtenidas de la base de datos GenBank,
correspondientes a los organismos identificados en el andlisis previo {incluyendo
la secuencia de Sulfolobus acidocaldarius [214053), como grupe externo. Se
realizé un alineamiento empleando 650 nucledtidos de las secuencias de las
¢lonas del pozol obtenidas junto con sceuencias referencia en el programa
CLUSTAL W versién 1.6 {Thompson et al. 1994). Los parametros de alineamiento
empleados fueron los presentados por el programa para un analisis de secuencias

estandar.

Construccién de un arbol filogenético. Con el resultado del alineamiento se
obtuvo una matriz de distancia de la tasa de substitucién de nucledtidos con el
algoritmo de Jukes & Cantor (1969) empleando ¢l programa DNADIST del
paquete computacional para analisis filogenéticos PHYLIP version 3.5c¢

{Phylogenetic Inference Package, Felsestein 1989). El arbol filogenético fue
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construido por el método de neighbor-joining (Saitou & Nei, 1987) empleando el
programa NEIG.HBOR del paquete PHYLIP version 3.5¢ (Felsestein, 1989). El
programa NEIGHBOR construye un arbol por agrupamiento (clustering) sucesivo
de linajes, colocando la longitud de Jas ramas como la unién de linajes. El arbol
obtenido por este método no asume un reloj evolutivo y es un arbol no enraizado.
El analisis por este programa resulta mucho mas rapido que otros del mismo
paquete (FITCH o KITSCH} vy resulta particularmente 1til para el estudio de un
gran numerc de OTU’s {(Unidad taxonémica operacional). Se aplicod ¢l método de
bootstrapping para calcular como un criterio de confianza de la topologia del arbol
obtenida del método de neighbor joining ya mencionado (100 replicas), empleando el
programa BOOTSTRAP incluido en el paquete Phylip version 3.5¢. Para evitar cualguier
tendencia potencial introducida como resultado de la adicién de secuencias, la adicion de
OTU's fue aleatoria en al analisis de neighbor joining. E1 arbol obtenido fue ilustrado

con el programa TREE VIEW (Page 1996) y enraizado a Sulfolobus acidocaldarius.

Analisis de posibles secuencias quiméricas. Todas las secuencias unicas
fueron analizadas en el programa CHECK_CHIMERA de la base de datos RDP
(http:/jwmv.cme.msu.cdu/RDP/html/index.html, Maidak et al. 2000), para
detectar la presencia de posibles artefactos quiméricos resultantes de la

amplificacién por PCR.

El programa CHECK_CHIMERA puede ayudar a determinar si la secuencia
a analizar por el usuario es una quimera, €s decir, si estd compuesta de dos
fragmentos que poscen una similitud con secuencias distintas a la
correspondiente secuencia enviada por el usuaric del programa y que estan

contenidas en la base de datos.

La deteccion de quimeras intenta identificar tales fragmentos (el método

ignora la posibilidad de que una secuencia pueda estar compuesta por mas de
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dos fragmentos). El programa emplea secuencias no alineadas y se basa en la
comparacion de oligomeros (7 oligos para secuencias de ADNr 165 y 8 para 238).
El resultado del anélisis asiste al usuario para tomar sus propias decisiones y no

intenta darle una respuesta definitiva o cuantitativa.

Descripcién del método (Maidak et al. 2000). Primero se calcula el ntimero de
oligos tinico en comtin entre la secuencia a analizar y aguetla mas similar en la
base de datos. Este niimero es designado como N-Total. Entonces, por cada
décima posicidn en la secuencia a analizar (llamada Pos), se calculan dos

nameros:

{a} NI. El numero de oligomeros tinicos en comun entre la subsecuencia de la
posicion 1 a Pos (Fragmento 1) y las secuencias mas similares al Fragmento 1
en la base de datos.

{b} N2. El numero de oligomeros tinicos en comiin entre la subsecuencia de la
posicién Pos + 1 hasta el final (Fragmento 2) y las secuencias mas similares al

Fragmento 2 en la base de datos.

S8i la suma de N1 + N2 es mayor a N total, entonces unc o ambos fragmentos son
similares a algo en la base de datos en lugar que a la secuencia completa.
Mientras mas grande sea la diferencia es mayor la indicaciéon de que los dos

fragmentos —en una posicion dada- no son del mismo organismo.

Como resultado del analisis se muestra un histograma, el cual es la suma del
valor N1 + N2 - N por cada décimas posicién de la secuencia. Uno pudiera
esperar un verdadero “punto de cambic” (break poil} cerca de la posicion
correspondiente al mas alto valor, mientras gue los valores bajos se esperan que
estén lejanos a este punto para una posible secuencia quimeérica. I[dealmente, uno
deberia de ver un perfil del histograma con caidas muy suaves a partir del punto
de cambio a ambos lados, dando la forma de una curva en forma de campana, tal

y como se muestra en el siguiente ejemplo:
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CHIMERA_CHECK version 2.7
wrilten by Nicls Larsen.

Shont-1¥ : Cln7]111
Fult name 1 CIn7.111 979 bp RNA RNA 15-JAN-1989, 97
RDP data : Small Subunit IRNAS
Comments ;A minimum of 00 unique oligos required
1 Atotal of 166 sequences were excluded
28306 sequences were included in the search
: The screening was based on 7-base oligomers
Daie ;o ThuSep 9 12:57:53 1999
CPU time 1 2.50 seconds

|Cautien] 1hts service does not decide f your sequence s chimenc, it merely SUpports your own decision, 10
understand the output below and what the program is doing with your data, please consull the method

description.
30 60
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FRAGNMENT 1, approximate sequence positions 1 to 120:

Short-1) S_ab  Olis  Full name

Cin7.411 - 120CIn7,1i1 979 bp RNA RNA T5-JAN-1989, 979 6CIn7, (11

Dsm.sp.2 950 530Desulfuremonas sp.

AF019933 683 1225 Geobacter sp. SDB-1 165 ribosomal RNA gene, partial sequence.
AF019929 683 1249Geobacter sp. Ala-6 16S ribosomal RNA gene, partial sequence.
Ghe.metred 667 1453 Geobacter metallireducens str. GS-15 ATCC 53774 (T).

Dbb.clonga 658 1383 Desulfobulbus elongaius sir, P [XSM 2908 (T).

DEIGSEP 658 1383 D.elongatus 165 ribosomal RNA.

Drp.vacutol 650 1382 Desul{orhepalus vacuolatus str. tk10.

Ghe.slfred 650 1328 Geobacter sulfurreducens str. PCA ATCC 51573 {T).

BSURSATY 630 1386 Desulfobulbus sp. BG23 16$ ribosomal RNA gene, partial sequence.
AI'030774 642 1402 Marine snow associated bacterium AdriaticR 16 16 ribosomal RNA

FRAGMENT 2, approximate sequence positions [21 to 400:

Short-10) S_ab  Ohs  Full name

Cin "I - 278 in 2L Y7 bp NNA RENATJAN-TURI. 90 B sl
Mel.phphov 734 1360Microtunatus phosphovorus str. NM-2.

Mecl.phpho3 .734 1360 Microlunatus phosphovorus str. NM-1,

Mcl.phpho2 734 1381 Microlunatus phesphovorus DSM 10555 (1.

MelspY73 730 1357Mierolunatus sp. str. Y-73.

PEY10819 694 1416P. freudenrcichii subsp. shermanii partial 168 tRNA, 235 rRNA and
Prmp.freudd 694 1416 Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii str, E11.1 DSM
Lut.japond 683 1365 Lutevcoceus juponicus DSM 10546 (T).

LIZ78208 683 1365 L japonicus 165 rRNA gene.

DRS487 683 1409 Luteacoccus japonicus DNA for 168 rRNA.

Lut.japon2 683 1375 Luteococcus japonicus [FQ 12422 (T).

FULL LENGTH SEQUENCE, from position | to 400:

Shor-fLy S_ab  Olis  Full name

Cin7,111 - 39T, I 979 bp KNA RNA 15-JAN-1Y8Y, 979 bUIn7,1H
‘Fse.bodign 375 1391 Tessaracoccus bendigoensis str. Ben106 ACM 5119 (T).

PEY 10819 375 1416P. freudenreichii subsp, shermanii partial 165 rRNA, 23S rRNA and
Pm.freudd 375 1416 Propionibacterium freudenrcichii subsp. shermanii str. E11.1 DSM
MelspY 73 373 135TMicrolunais sp. sir. Y73,

Mcl.phpho3 370 1360Microlunatus phosphovorus str. NM-1.

Mcl.phpho2 570 1381 Microlunatus phosphovorus DSM 10555 (T).

Mecl.phphov 370 1360Microlunatus phosphovorus str. NM-2.

Prlinngcy 565 1340Propioniferax innocua NCTC 11082 (7).

Pip.dicud] .563 1353 Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii DSM 20271
Prp.freud3 560 1403 Propicnibacterium freudenreichii subsp, freudenreichii DSM 20271
Frd.antarc 358  1381Friedmanniella antarctica str. AA<1042 DSM 11053 (T).
Lut.jupon3 353 1365Luteococcus japonicus DSM 10546 (T).

L1778208 353 1365L.Japonicus 168 rRNA gene.

Prp,freude .550 1348 Propionibacterium freudenreichii subsp. freadenreichii DSM 20271
Lt japon2 350 1375 Lutegcoceus japonicus IFO 12422 (T).

085487 550 1409Luteococcus japonicus DNA for 165 rRNA,

Prp.avidu2 345 1397Propionibacterium avidum DSM 4901 (T).

Prp.propi2 545 1401 Propionibacterium propionicus DSM 43307 (T),

PPAJ30s58 .545 1401 Propionibacterium propionicus DSM 43307 16S rRNA gene.
PAALI055 345  1397Propionibacterium avidum IDSM 4901 168 rRNA gene.




70

Junto al histograma se muestran también como paric de los resultados
resultado tres tablas con la lista dc las secuencias mds similares en la base de
datos. La primera es para €l Fragmento 1 {de la posicién 1 al punto de cambio
hipotético y que estadn marcadas en color café), la segunda es para €l Fragmento 2
(del punto de cambio hipotético al final de la secuencia y marcado en color verde}.

Y la tercera, para la secuencia cornpleta.

Cada linea en estas tablas contiene cuatro ¢lementos, que de izquierda a derecha
son:

(a) Un identificador usado para una secuencia en la base de datos RDP.

(b) Un valor se similitud codificado (S_ab). Este valor es el numero de oligos
{nicos compartidos entre la secuencia analizada y una secuencia dada de
la basec de datos RDP dividido entre ¢l valor mas bajo de oligos Gnicos en
cualquiera de los dos.

(c) El ndmero de oligos linicos presentes en una secuencia dada (Olis). Si los
mismos oligos estan prescntes mas dc una vez en una Secuencia, se
contabiliza solo una vez, por lo que el valor para Olis refleja la longitud de
la secuencia. Al contabilizar los oligos Gnicos, la tendencia de la
composicion de bases es corregida {por ejemplo, en los insertos que
tienden a ser ricos en GC, es muy probable que el mismo oligo rico en GC
este presente varias veces. Al contabilizarlo solo una vez, este artefacto es
de menor importancia)

{d) El nombre completo. La linea de definicion de la base de datos RDP con

formato de archivo del GENBANK.

Resultados del analisis y recomendaciones. El ejemplo sefialado anteriormente es
ideal va que en ocasiones existen casos en los que los valores de salida no dan el
suficiente soporte para tomar una decision absoluia. El método puede ser
mejorado por varias formas, incluyendo el uso de secuencias alineadas y andlisis
de su estructura secundaria. En su estado actual, deben de ser considerados los
siguientes puntos sobre el programa:

(a) Si los valores del histograma tienden de forma consistente hacia un

maximo y entonces bajan, entonces la secuencia en cuestidbn es una
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quimera, En la experiencia, el indicador mas conftable ha sido esta
tendencia hacia valores cada vez mayores, con una posterior caida.

(b) Si el valor de S_ab para la secuencia completa es significativamente menor
que aquellos valores para ambos fragmentos, se tiene entonces, otro
indicador positivo.

(c) Una secuencia quimérica de una region del ARNr altamente conservada
puede presentar pequefios pero consistentes incrementos en los valores,
va que las secuencias no difieren mucho. Se esperarian valores altos si
contiene una region variable. Si la secuencia incluye tanto regiones
variables como conservadas, el histograma puede presentar un perfil
asimétrico y desviarse del ejemplo ideal.

(d

No se ha estimado atin un valor real de “linea basal” de valores a partir de
los cuales se puede considerar a una secuencia como quimera con una
cierta seguridad. Una razén de esto, es que los valores tomados de las
secuencias conocidas consideradas como no quimeras varian de forma
considerable, y el método “no sabe “ que parte de la estructura del ARNr

esta cubierta por la secuencia a analizar.

Titularidad de los programas de computo empleados para los andlisis de
secuencias. Los analisis de las secuencias parciales de los clonas Pz fueron
realizados en linea a partir de las siguientes direcciones: CLUSTAL W version 1.6,
http:/ /bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/clustalw-simple html; PHYLIP
versién 3.5¢  http://sdmc.krdl.orp.sg:8080/~Ixzhang/phylip/. El programa

TREEVIEW, fuec obtenide como freeware a partir de la siguiente direccién:
http:/ /bedntl.weizmann.ac.il/ Services f treeview.html# Toc356614772.
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RESULTADOS

5.1 EXTRACCION DEL ADN TOTAL DE LA FRACCION BACTERIANA
DEL POZOL POR UN METODO INDIRECTO.

Separacién de la fraccidn bacteriana del pozol y lisis celular.

La eficiencia del proceso de extraccion de la fraccién bacteriana de la muestra de
pozol tipo indigena analizada fue del 23% (tabla 8). Los controles realizados para
evaluar la posible interferencia de algin componente de la masa de maiz
mostraron que en una suspension de Lactobacillus amylophilus la eficiencia de
lisis celular fue del 92% (control 1), comparado con una lisis del 100%
empleando las mismas condiciones con un cultivo de L. amylophilus sin masa

{control 2).

Extracciéon del ADN bacteriano del pozol.

El protocolo de extraccion de ADN empleado permitié la obtencion de una sola
banda de ADN cromosomal la cual después de ser analizada en un gel de
agarosa, presenté una migracién al nivel del marcader de pesc molecular de 21
Kb (figura 9). La muestra se observd libre de plasmidoes de bajo peso molecular y
de ARN. El ADN obtenido fue incoloro y con la suficiente pureza para ser

empleado como templado para amplificacion de los ADNr 165 por PCR.



Tabla 8.

Eficiencia del proceso de extraccién de células bacterianas del pozol.

Muestra #UFC/ml
Sobrenadante 1" (S1) 1= 10°
Sobrenadante 2° (52) 8 x 10°
Sobrenadante 3° (53) 2% 10
Precipitado 3° (P3) 7x 107

Total recuperado (S)+ 52+ 83)= 21 x 10° UFC/m!
No. de microorganismos detectados
en la muestra residual (P3) =7 x 10’ UFC/m)
S1+852+53

% de extraccién = - — ——— - -~ =2307%

S1+ 82+ 8534+ P3

? Sobrenadantes recuperados despuds de cada ciclo de homogeneizacidn/centrifugacion.

® Precipitado final obtenido después del tercer cicto de homogeneizacién/centrifugacion.



21,226

Figura 8.

Electroforesis en gel de agarosa 1% de ADN de la fraccion bacteriana extraida del pozol. a.
Marcadores de PM, % digerido con £co RI- Hind 1l (en pb); b. ADN de X sin digerir; c. ADN de la
fraccign bacteriana del pozol.



75

5.2 AMPLIFICACION POR PCR DE LOS ADNR 16S PRESENTES,
CLONACION DEL PRODUCTO DE AMPLIFICACION Y DETECCION DE
LAS CLONAS CON INSERTO.

Amplificacién por PCR de los ADNr 168.

La amplificaciéon por PCR de los ADNr 16S presentes en la muestra de ADN
bacteriano aislado del pozol bajo las condiciones de reaccién empleadas y con el
par de primers f{D1+rD1, resultd en un producto de aproximadamente 1.5 Kb. De
acuerdo a lo reportado por Weisburg, et al (1991), corresponde al tamaro

promedio de los ADNr’s 168 (figura 10)

Clonacioén del producto de amplificacidén y evaluacién de la presencia del
inserto.

La figura 11 muestra las digestiones enzimaticas de algunas de las
minipreparaciones de plasmidos de clonas Pz positivas. Se observa una banda
correspondiente al tamano del plasmido pT7Blue (aproximadamente 2.9 Kb) y
una banda correspondiente al tamano promedio del producto de amplificacién de

1.5 Kb aproximadamente.

La figura 12 muestra la amplificaciéon por PCR de los ADNr 163 empleando
como templado minipreparaciones de plasmidos con inserto clonado. Se observa
una banda correspondiente al tamario promedio de los insertos clonados (1.5
Kb). Este resultado confirma la clonacion del producto de amplificacién por PCR

y permitio la detecciéon de 36 clonas con inserto.
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Figura 10.

Electroforesis en gel de agarosa 1.5% del los ADNr 163 amplificacados por PCR a partir de la
fraccidr. de ADN bacteriano extraida del pozol, empfeando e! par de primers fD1+D1. a.
Marcadores de PM, X digerido con Eco Ri- Hind Ill (en pb); b. Reaccion de PCR sin templado
(conirol negative); €. Reaccién de PCR con ADN cromosamal de £. coli como templado (control
negativo); d-g. Reaccion de PCR empleando ADN de fa fraccién bacteriana del pozol como
templado.
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Figura 11.

Electrofresis en gel de agarosa 1% de digestiones enzimaticas con Bam HI = Hind |ll del ptasmido
pT7-Blue con el ADNr 16S amplificade por PCR clonado. a, h. Marcador de peso molecular 1Kb; b.
Plasmida pT7-Blue; c. Clona Pz314; d. Clona Pz406; e. Clona Pz525; f. Clona Pz322; g. Clona
Pz547: i. Clona Pz619. Solo se muestra 12 digestion de algunas clonas con fines ilustrativos.
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Figura 12

Electroforesis en gel de agarosa 1.5% del producto de amplificacién por PCR del inserto clonade en
el plasmido pT7Blue, empleando como templado ADN plasmidico obtenido de minipreparaciones
alcalinas. a. Marcadores de PM, ;. digerido con Eco Rl- Hind lil (en pb); b. Ciona Pz322, c. Clona
Pz518; d. Clona Pz619; e. Clona Pz547. Solo se muestra algunas muestras con fines ilustrativos.
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5.3 IDENTIFICACION Y ANALISIS DE LA SECUENCIA PARCIAL DE
LAS CLONAS Pz.

Identiﬁcacién de clonas en la base de datos de secuencias nucleotidicas no
redundantes del NCBI.

Comeo resultado del andlisis de las primeras 300 bases de cada una de las 36
clonas con inserto detectadas, se determind la presencia de 16 clonas unicas.
Las 650 bases secuenciadas para cada una de ellas se analizaron en la basc
datos de sccuencias  nucleotidicas no  redundantes del NCBI
(http:/ /www.ncbi/nlm/nih.gov}, empleando el programa BLAST. Como resultado
de este analisis se determind que de las 16 clonas tinicas analizadas, dos de ellas
correspondieron a genes no ribosomales. La tabla 9 muestra la identidad

determinada como resultado de este analisis para cada clona tnica.

De los genes de ADNr 163 clonados, 13 secuencias unicas analizadas
corresponden a bacterias lacticas v una a Clostridium sp. De las secuencias
identificadas como bacterias lacticas, 13 de ellas fueron identificadas como
Lactococeus lactis, siendo este el grupo bacteriano mas abundante en la coleccién
de clonas. Las secuencias identificadas como Lactobacillus plantarum y L.
alimentarius, corresponden al segundo grupo mas abundante de clonas presente.
L. delbrueckii y Lb. casei fueron también detectados y asi como un gen no
ribosomal de Alcaligenes branchisepticus y otro de humano. La identidad de la
clona Pz507 se consideré como cuestionable debide a que los resultados del
analisis en el programa BLAST {Apéndice) mostraron que esta secuencia posee el
mismo porcentaje de identidad (de acuerdo al valor de salida del analisis) con las
secuencias de ADNr 16S de Clostridium sordellii (93%), de una cubacteria no
cultivada {93%). Se observé el misme caso para las secuencias identificadas

como Streptococcus bouvis, las cuales presentan un porcentaje de identidad

similar al de S. suis.

BSTR TVESIS D BECE

SR S R b
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Analisis de posibles secuencias gquiméricas.

Las secuencias_ unicas de ADNr 165 identificadas fucron analizadas en el
programa CHECK _CHIMERA de la base de datos RDP (Maidak, et al. 2000). Los
resultados de este analisis mostraron que las dos unicas secuencias
congideradas como posibles quimeras fueron las clonas designadas como Pz522
y Pz612. Este resultado corrobora la naturaleza de estas secuencias como genes

no ribosomales.

Alineamiento de secuencias.

La figura 13 muestra el resultado del alineamiento hecho en cl programa Clustal
W version 1.6 (Thompson, et al 1994) de las clonas Pz. En este analisis se
incluyeron secuencias de referencia en la base de datos del GenBank para cada
uno de los micreoorganismos identificados en cl analisis en la base de datos

nucleotidicos no redundantes del NCBL

Construccién de un arbol filogenético y determinacién de 1a filiacién
taxondmica de las clonas del pozol.

Los 650 nucleétidos terminales del extremo (5°-) de cada clona Unica se usaron
para realizar un analisis filogenético. La identidad de las clonas Pz obtenidas del
analisis con el programa BLAST correlaciona con la pesicién filogenética de los
organismos conocidos y considerados como referencia (figura 14). La relacion
especifica entre las clonas Pz 314 y Pz 634 con relacién a las secuencias de

referencia de L. delbruekiiy L. alimentarius neo fue resuelta en este anélisis,
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6

DISCUSION

6.1 DIVERSIDAD DE BACTERIAS LACTICAS DEL POZOL.

En nuestro grupo de trabajo, la diversidad de las bacterias lacticas del pozol ha
sido ampliamente estudiada mediante el uso de técnicas microbioclogicas
tradicionales y recientemente con el empleo de técnicas moleculares. Algunos de
Jos resultados previos obtenidos muestran la presencia de bacterias lacticas del
género Lactococcus (originalmente identificadas como Streptococcus), Leuconostoc
y Lactobacillus en las primeras horas de fermentaciéon de masas de pozol tipo
indigena del Estado de Chiapas (Nuraida, et al 1995). Posteriormente se
identificaron las bacterias lacticas Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
pentosts, Leuconostoc mesentercides, Leuconostoc citreum, Lactococcus lactis y
Lactococcus  raffinolactis, como  los microorganismos méas abundantes en
muestras de pozol, en una coleccion de 92 cepas procedentes de la ciudad de

San Cristobal de Las Casas y Tapachula, Chiapas {Flores, 1996].

La aproximacion metodoldgica empleada en este trabajo permitio determinar
la presencia de Clostridium sp. ¥ algunas especies de bacterias lacticas
pertenecientes a los géneros Lactobacillus, Streptococcus y Lactococcus en la
muestra de pozol tipo indigena estudiada. Los microorganismos identificados
correlacionan con las caracteristicas del alimento: desarrollo de una

fermentacién lactica asociada a bacterias lacticas (Wacher et al. 1993; 2000} y
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condiciones microaeréfilas y posiblemente anaerobias presentes en las porciones

internas y medias de la masa respectivamente.

El estudio de la diversidad bacteriana presente en un determinado ambiente
por medio del empleo de técnicas moleculares que no dependen del cultivo
microbiano, se ve influenciada por la aproximacién metodoldgica empleada para
este fin. A continuacién se senalan algunos aspectos del presente trabajo que
pudieron haber influenciado los resultados obtenidos y las conclusiones

generadas a partir de su analisis.

La eficiencia de separacién dc la fraccién bacteriana del pozol fue de un 23%,
contra un 33% reportado previamente para una muestra de suelo con el empleo
de ésta técnica de extraccion (Holben et al. 1988). Es importante sefiatar que no
existen reportes de la aplicacion de esta técnica de extraccién de la fraccidn
bacteriana en muestras de alimentos, por lo que ¢l reporte de estos autores
representa la unica referencia para la comparacion de la eficiencia del proceso en

la muestra de pozol analizada.

Durante el proceso de extraccion de la fraccion bacteriana del pozol, se
separé un 12, 9 y 2% del numero de microorganismos considerado como total y
determinado por cuenta en placa a partir de cada uno de los sobrenadantes S1,
§2 y S3, respectivamente. Aungue el tercer ciclo de extraccién permitic la
separacion de tan solo un 2% del numero considerado como total, la cuenta en
placa del precipitado 3 (P3) fue de 7 x 107 UFC/ml, lo que indica que la cantidad

bacteriana residual es aun importante en el P3.

Este resultado puede ser la consecuencia de una co-sedimentacion de las
células bacterianas junto con las particulas del alimento durante la
centrifugacion, lo que supone que el proceso de separacion diferencial de células
bacterianas no permite una extraccion exhaustiva de la fraccién bacteriana
presente, considerando a este resultado como una desventaja del empleo de una
metodologia indirecta para la extraccién del ADN bacteriano (Fabla 4, Wheeler &

Sthal, 1996). Sin embargo, Bakken, 1985 y Hotben, et al {1988}, han sugerido
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que con base en la distribucion del tamarno celular bacteriano, la técnica
empleada podria{ liberar a todos los tipos bacterianos de una muesira analizada a
lo largo de ocho ciclos de homogeneizacion/centrifugacion cen igual eficiencia,
por lo que la fraccién bacteriana liberada después de un solo ciclo es
aparentemente representativa de la poblacién bacteriana total, tanto como lo gque
seria aquella detectada después de tres ciclos de extraccion. Holben, et al. (1988)
senalan también que de acuerdo a la cuenta en placa total detectada (p.e. 105
UFC por gramo de muestra), el resultado obtenido se puede considerar como
satisfactorio considerando que el organismo ¢ grupo bacteriane de interés s¢

encuentra en niveles minimos de 10* UFC o mas por gramo de muestra.

De acuerdo a lo anterior, en este trabajo se considerd que el empleo de tres
ciclos de extraccion de células bacterianas fue satisfactorio. ya que en la muestra
analizada se detectd un una cuenta microbiana en placa de 108 UFC/g de
muestra para bacterias lacticas y mesofilos aerobios. mientras que para
enterobacterias se reporté una cuenta en placa de 104 UFC/g de muestra al
inicio de la fermentacion (Wacher, et al. 2000). Sin embargo, es importante
sefialar que debido a que no es posible separar la totalidad de la fraccién
bacteriana presente en la muestra de pozol tipo indigena analizada mediante el
empleo de esta técnica extraccién [/ separacion diferencial, la diversidad
bacteriana detectada en el presente trabajo esta determinada por la abundancia

relativa de los grupos bacterianos presentes.

La incapacidad de lisar de manera eficiente la fraccion bacteriana aislada de
una muestra ambiental puede llevar a conclusiones erréneas sobre la estructura
microbiana presente. De este modo Zhou et al {1997), mostraron inicialmente
que en una biblioteca de clonas ambientales de suelo utilizando ADN extraido
con el empleo de un protocolo de lisis con SDS y un tratamiento térmico,
anicamente 11% de las clonas identificadas corrcspondian al grupo de bacterias
Gram (+), microorganismos que se han reporiado como presentes en gran
nlmero para este tipo de ambientes (Felske, ef al. 1997, 1998). Posteriormente la
modificacién del protocolo de lisis celular empleado permitio observar un mayor

numero de microorganismos de este grupo bacteriano.
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El protocolo de lisis empleado en este trabaje pretendio asegurar la ruptura
de todas las células bacterianas aisladas de la muestra de pozel. Entre los
microorganismos identificados en muesiras de este alimento por métodos
microbiologicos tradicionales, se han detectado a Bacillus y bacterias lacticas de
los géneros Lactobacillus, Lactococcus ¥ Leuconostoe (Nuraida et al. 1995; Flores,
1996; Wacher et al. 1993; 2000), organismos cuya pared celular y presencia de
exopolisacaridos en el caso de los altimos, hace dificil el procedimiento de lisis
celular. Para el grupo de bacterias lacticas, algunos protocolos de lisis emplean
tiempos largos de incubacién con enzimas liticas, incluso hasta mas de 8 horas
(LeBourgeois et al. 1989; Klijn et al. 1991b}, o bien el cmpleo de condiciones
desnaturalizantes de la estructura celular tales como ebullicién de una
suspension de células en bano de aguay enfriamiento en hielo (Erhman et al

1994).

La evaluacién de la eficiencia del protocolo empleado para lisar la fraccién
bacteriana aislada del pozol se realizd lisando un cultivo de L. amilophylus con
una densidad celular conocida (controles 1y 2), obteniéndose eficiencias de lisis
de 92% y 100% respectivamente. Estos resultados permitieron asegurar la lisis
de microorganismos con caracteristicas estructurales similares a las del control
(bacterias lacticas, Gram [+)), tal y como se¢ observé en el tipe de

micreorganismos identificados cn la biblioteca de clonas Pz.

El uso de secuencias de 650 bases de ias clonas Pz, permitié determinar la
identidad de cada una de las clonas analizadas tomando como marco de
comparacion las secuencias reportadas y depositadas en la base de datos de
secuencias nucleotidicas no redundantes del NCBI. Este primer analisis permitid
conocer la diversidad de bacterias lacticas presente en la muestra de pozol
analizada. Sin embargo, el analisis de secuencias parciales de ADNr 168 puede
generar una topologia diferente al momento de construir una filogenia respecto a
aquella obtenida con una mayor cantidad de informacién. El tratar de explicar la
presencia de un microorganismo desconocido o considerado como no cultivable,
puede Hevar a conclusiones erréneas. Asi de este modo, cuando se emplean

anicamente partes de la molécula. existe la posibilidad de que la informacion
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contenida genere cambios regionales en un determinado grupo -cluster-
filogenético que puede influenciar de forma importante la topologia global del
arbol, mientras que la informacién filogenéticamente valiosa almacenada en otra
parte de la molécula no se encuentra disponible para el analisis {Schleifer &

Ludwig, 1994; Pace 1996; Hilali et al. 1997).

Diversos autores han empleado secuencias parciales y/o completas para la
construccién de filogenias en el analisis de la estructura microbiana de distintos
ambientes (tabla 10), logrando decterminar la presencia cde secuencias
identificadas como pertenecientes a microorganismos no cultivados previamente
o como no cultivables. En estos casos, después de obtener la coleccion de datos
(secuencias), éstas son alincadas con secuencias consideradas de referencia v
disponibles en diversas bases de datos, lo que hace que muchos errores del
proceso de secuenciacién, tales como compresiones o rcarreglos puedan ser
detectados. Después del alineamiento, el siguiente paso es la cstimacién de la
distancia existente entre las secuencias alineadas empleando diversos algoritmos
y finalmente la construccién del arbol filogenético. Es importante considerar que
este tipo de estudios Unicamente permiten ubicar rapidamente clonas
ambientales desconocidas en taxones superiores, por lo que el uso de las
primeras 500 bases es rccomendado para asignar la posicion a una linea
principal de descendencia (Devereux & Willis, 1995; Stackenbrandt & Rainey,
1995).

Para evaluar el impacto del empleo de secuencias parciales y completas de
ADNr 165 en la topologia de un arbol filogenético obtenido en este trabajo, se
construyeron cuatro arboles empleando respectivamente 450 bases, 650 bascs,
1000 bases y la secuencia completa (= 1500 bases) a partir de secuencias
conocidas v depositadas en la base de datos del GENBANK. Para la obtencion del
alineamiento de las secuencias, las matrices de distancia y la construccion de los
respectivos arboles, se realizaron los mismos analisis computacionales descritos
ya para el analisis de las secuencias de las clonas Pz. Los resultados obtenidos

se muestran en la figura 15



Tabla 10,

9]

Trabajos en los que se etnplean secuencias parciales y completas de ADNr para establecer la filogenia y
ubicacion taxonémica de clonas ambientales en estudios de determinacién de diversidad microbiana.

Grupo bacteriano Origen de fa muestra Longitud del ADNy Referencia.
estudiado analizada analizada (nt}

Archaca Cepas tipo 350 y 950 Lane, et al. 1985
Enterobacterias Cepas tipo 650 - 380 Bottger, et al. 1989
Archaea Agua salada 1420 Arahal, e al. 1996
Proteobacteria, Grupo Suelo 239-254 Bomeman, ef al, 1996.
Cytophaga-Flexibacter-
Bacteroides
Gram (+) Turba 1329 - 1373 Rheims, et al. 1996
Actinobacterias Suelo 1100 Felske, et al, 1997
Gram (+). Proteobacterias, Suelo 214 -475 Zhou, et ol 1997
v Grupo de Firobacier,
Planctomyees,
Spirochaetes y Bucterofdes
Gram (+). Proteobacterias  Licor de un 1030 Burreli, e al. 1998.
v Nitrospora y bioreactor oxidante
Nitrobacter. de nitritos
Gram (+), Proteobacterias ~ Suelo 1500 Felske, er al. 1998
Gram (+) Suelo 400 Niisslein, ef al. 1998
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Este analisis permitié determinar que la topologia de cada arbol cambia de
acuerde a la longitud de las secuencias empleadas. La secuencia que mcnos
informacién proporciona es la de 450 bases, mientras con 650 bases la topologia
del arbol presenta variaciones pero mantiente con menores cambios la posicién de
las secuencias analizadas de acuerdo a lo que se observa en los arboles

construidos con 1000 bases y la secuencia completa.

En el arbol obtenido empteando el algoritmo de neighbour joining, las clonas
Pz505, Pz513, Pz518, Pz547, Pz608 y Pz638 que fueron identificadas como L.
lactis se ubican en el mismo grupo (clusteri de las secuencias de referencia
Streptococcus lactis y Lactococcus lactis X54260 (S. lactis ha sido reclasificado
como L. Lactis, Vandamme, et al. 1995, aunque ain aparece con este nombre en
la base de datos del GENBANK). Las clonas Pz406, Pz504 y Pz525, identificadas
como Streptococcus bouis/ suis se ubicaron en el mismo cluster de la secuencia de
referencia de estos microorganismos. La clona Pz507 se ubicé en un mismo
cluster junto a la secuencia de referencia de Clostridium sp. X98395, aunque la
identidad de esta clona se puede considerar como ambigua, ya que de acuerdo a
los resultados del analisis en la base de datos nucleotidices no redundantes del
NCBI, ésta clona presento el mismo porcentaje de identidad (93%) que una

eubacteria no cultivable.

Para el caso de las especies del género Lactobacillus se observa que el analisis
de las secuencias realizade agrupa en el arbol obtenido por neighbour joining en
un mismo cluster a L. delbruekii con L. alimentarius. Este resultado difiere del
esquema de clasificacion establecido para este géncro en el que se ubica en el
grupo filogenético A (homofermentativos obligados) a L. delbruekii, mientras que
L. alimentarius, L. caseiy L. plantarum se ubican en este esquema de clasificacion
en el grupo filogenético B (heterofermnetativos facultativos). Este resultado
cuestiona gue la topologia del arbol obtenido por NJ refleje la posicién

taxondémica real de este grupo de microorganismos.
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Para evatuar si la topologia observada en el arboi obtenido por NJ y la
ubicacion Laxonbmica de las clonas Pz se ve influenciada por el algoritmeo para la
construccion del arbol (NJ), se obtuvo un arbel empleando la misma matriz de
distancia (JK) por el método de UPGMA. El resultado que se muestra en la figura
16, permite observar que el cluster de Lactococcus lactis se distribuyen todas
clonas Pz identificadas como Lactococcus aunque la topologia de este grupo varia
respecto a lo que se observa en el Arbol obtenido por NJ. El cluster de Streptoccus
marntiene la misma topologia que en el arbol de NJ y también permite separar a
las especies de lactobacilos en clusters que correlacionan con el esquema de
clasificacién de grupos filogenéticos/patron de fermentaciéon. Este resuliado
permite concluir que la topologia del arbol se ve influenciada por el algoritmo
utilizado (NJ y UPGMA en este trabajo), y sefiala la necesidad de contar con
informacién adicional sobre los microorganismos identificados en la coleccion de
clonas Pz para corroborar la informacion obtenida del analisis de secuencias
parciales de ADNr 16S (Page & Homes, 1999). Esta situacién se puede considerar

como critica ya que puede llevar a conclusiones y suposiciones erréneas.

La presencia de genes no ribosomales de Alcaligenes branchisepticus y de
humano como producto de amplificacién por PCR, muestra que el par de primers
empleados en este trabajo pueden generar una amplificacién inespecifica hacia
otros genes distintos a los ANDr 168 de los grupos bacterianos reportados como
blanco (Weisburg et al. 1991). Esta inespecifidad ha sido observada previamente
en analisis de diversidad microbiana de suelos (Borneman et al. 1996}, en donde
se detectd la presencia de ADNr de cloroplasto, de genes mitocondriales de
insecto y de genes no ribosomales de humano con el empleo de primers con una

especificidad tedrica hacia genes ribosomales 16S de microorganismos Gram (+).

Estos autores reportaron también que, a pesar de la amplificaciéon de estos
genes no ribosomales, no se detectd la presencia de otros microorganismos como
Pseudomonas, mientras que el analisis de la muestra analizada por cuenta en
placa mostré la presencia de este microorganismo en una proporcion del 3 al

15% del total observado. Con el par de primers fD1+rD1 empleado en este trabajo
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Figura 16

Arbol construide por UPGMA a partir del analisis las secuencias de las clonas Pz y secuencias de
refarencia obtenidas de la base de dalos del GenBank. Sulfolobus, Sulfolobus acidocaldarius
D14053: Lactococcu; Lactococcus lactis X54280; Strephovis, Streptococcus bovis AB002482;
Strepsuis, Streptococcus suis AF009508; L.debuec, Lactobacillus delbrueckii X52654; Lplantaru,
Lactobacillus plantarum MS58827, Lalimenta, Lactobacillus alimentarius  M58804;  Stlactis,
Streptococcus lactis M5B837, Lcasei, Lactobaciifus casei D16553; Clostridiu, Clostridium sp.

X58385
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no se detectd la presencia de genes (tanto ribosomaies como no ribosomales] de
maiz o cloroplasto, considerando la naturaleza de la materia prima empleada

para la elaboracién del pozol.

Se ha reportado en estudios de diversidad microbiana de muestras
ambientales realizados mediante el analisis de secuencias de ADNr 168, que la
seleccién de secuencias amplificadas es un proceso aleatorio durante los
procedimientos de ligaciéon y transformacién, por lo que aquellas sccuencias
consideradas como raras y pertenecientes a microorganismos represcentados en
una baja proporcién respecto a la microbiota dominante, tienen una posibilidad
real baja de aparecer como un inserto clonado en la biblioteca de clonas obtenida

(Felske et al. 1997).

De acuerdo a lo anterior, la diversidad bacteriana detectada en este trabajo se
puede considerar como representativa de los microorganismos mas abundantes
presentes en la muestra de pozol analizada. Si se considera que se detectd una
cuenta total en placa de 106 a partir de los sobrenadanies $1, 52 y 583 en el
proceso de extraccion de la fraccion bacteriana, es probable que en dichos
sobrenadantes estuvieran presentes de forma abundante los microorganismos
identificados. Si se considera también que las secuencias obtenidas fueron
recuperadas aleatoriamente de una poza de ADNr 16S es posible suponer
entonces que a partir de la muestra de ADN, agucllos microorganismos mas
abundantes son los que tendrian una mayor probabilidad de ser amplificados por

PCR y posteriormente clonados.

Algunos autores han reportado que existe una correlacion entre las clonas
unicas prevalecientes y la estructura microbiana de una muestra ambiental
{Borneman et al. 1996; Felske et al 1997). Si se asume que tanto los
microorganismos cultivables como los no cultivables son liberados con la misma
eficiencia a partir de la muestra a analizar, la presencia de¢ microorganismos
considerados como no cultivables o no culiivados es nula en el pozol, de acuerdo

a los resultados obtenidos en este trabajo, y a diferencia de lo observado en
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analisis de suelos, agua o ambientes extremos (Barns et al. 1994; Borneman et al.
1996; Zhou et al. 1997; Felske et al. 1998).

La aproximacion molecular empleada en este trabajo permitié observar que
las secuencias identificadas como Lc. lactis (13 clonas con 6 filotipos unicos)
corresponden al microorganismo mas abundante, seguido de L. afimentarius y L.
plantarum (8 y 5 clonas, respectivamente, representadas por un filotipe unico).
Strep.’ bovis/ suis (3 filotipos unicos) fue el tercer organismo mas abundante. La
diversidad de bacterias lacticas detectada permite sefialar que estos
microorganismos juegan un importante papel en la fermentacion del pozol. Sin
embargo, y a pesar de que Lactococcus lactis fue el microorganismo mas
abundante, existen algunos reportes que sefialan a otros microorganismos como

la microbiota dominante en diferentes muestras de pozol.

Nuraida et al. (1995) y Flores {1996) determinaron que Lactococcus lactis,
Lactobacillus plantarum, L. pentosus y Leuconostoc mesenteroides fueron los
microorganismos mas abundantes aislados de diferentes muestras de pozol de la
localidad de San Cristobal de las Casas, Chiapas, mientras que Ampe et al. (1999)
y Ben Omar & Ampe (2000) sefialan que S. bovis comprende del 25 ~ 75% de la
poblacion bacteriana total activa de una muestra de pozol procedente del Estado

de Tabasco.

En el presente trabajo no se detectd a Leuconosloc mesenteroides ni a
Lactobacillus pentosus, identificados como dos de los microorganismos mas
abundantes en un estudio previo (Flores, 1996). Se ha determinadc que
Leuconostoc mesenteroides es el microorganismo mas abundante al inicio de la
fermentacién y que esta bacteria no tolera la acidez que alcanza la masa durante
el desarrollo de la fermentacién lactica (Wacher, et al. 2000). Si se considera que
la muestra de pozol analizada contaba con un tiempo fermentacién de 8 - 10
horas, es probable que la.acidez generada haya determinado la desaparicion de

este grupo bacteriano al momento de realizar la extraccion del ADN de la fraccion
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bacteriana. La ausencia de Lactobacillus pentosus en la coleccion de clonas Pz, y
el hecho de que L plantarum es el cuarto microorganisme mas abundante
detectado en la biblioteca de clonas Pz, permite sugerir que L. pentosus no

constituye un grupo abundante en la muestra de pozol tipo indigena analizada.

Lactococcus lactis, comprende el 36% de los microorganismos identificados a
partir de la biblioteca de clonas Pz. A diferencia de los resultados de Ampe et al.
{1999) y Ben Omar & Ampe (2000) en los que seflalan que Le lactis solo
comprende menos del 5% de la microbiota activa de la muestra de pozol
analizada. Ampe et al (1999) y Ben Omar & Ampe {2000} observan también gque
L. delbruekii, L. casei y L.plantarum solo estan presentes en la muestra de pozol
después de 48 a 72 horas de fermentacion, mientras gue en el presente trabajo,
se detectd a estos microorganismos en la muestra de pozol analizada con 8-10

horas de fermentacién.

La biblioteca de clonas Pz comprende 36 clonas que representan 12
diferentes tipos de ADNr 168 1inicos de bacterias lacticas, 2 genes no ribosomales
y 20 secuencias redundantes. Otros reportes sobre €l analisis de bibliotecas de
clonas de ADNr 16S ambientales han encontrado una redundancia de secuencias
gue va de grande a pequeda o nula (Barns et al. 1994; Borneman ef al. 1996;
Felske et al 1997; 1998). Estos resultados han sido interpretados como un
indicador de la diversidad bacteriana relativa {Felske et al. 1998). La biblioteca de
clonas Pz contiene una redundancia de secuencias alta, lo que puede indicar una
diversidad bacteriana limitada, causada por influencias selectivas del ambiente
(Felske et al. 1998]). El claro dominio de Le. lactis, L. plantarum y L. alimentarius,
asi como el limitado numero de taxones es evidente en los resultades obtenidos.
Si se comparan estos resultados con los obtenidos por Nuraida, et al {1995) y
Flores (1996), por métodos microbiolégicos tradicionales, se observa que las
bacterias lacticas son responsables de la fermentacion del pozol
independientemente de la regiéon geografica de la cual se colecté la muestra y del
tipo de claboracion empleado, pero que no es constante el tipo de bacterias

lacticas presente en dichas muestras.
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Se ha reportado una gran redundancia de clonas de ADNr 165 en
ambientes acidos (suelos y turbas) (Borneman et al. 1996; Rheims et al. 1996), y
se ha propuesto como explicacion en estos casos que las condiciones acidas de
tales a_mbientes son causantes de una presidn selectiva que tienen como
resultado la redundancia de clonas observadas. Para el caso del pozol, durante la
fermentacion de la masa de maiz el pH varia significativamente de un valor
cercano a 7 al inicio de la fermentacién a un pH de 3.0 al final, como
consecuencia del metabolismo acide lactico. Esta situacidén podria explicar la

gran redundancia observada en la biblioteca de clonas Pz.

6.2 IMPLICACIONES BIOTECNOLOGICAS DEL ESTUDIO DE LA
DIVERSIDAD BACTERIANA DEL POZOL POR METODOS
MOLECULARES.

La biotecnologia ha sido descrita como la aplicacién de principios cientificos e
ingenieriles al procesamiento de materias primas para la provision de bienes y
servicios, mediante el uso de sistemas y agentes biologicos. En un sentido
estricto, la biotecnologia se origind a partir de las fermentaciones tradicionales de
alimentos. Con el paso del tiempo, esta practica pionera ha sido expandida y
mejorada de tal forma que los microorganismos y otros agentes bioldgicos han
encontrado aplicaciones muy importantes en otras areas. Los avances recientes
en la genética, enzimologia, tecnologia del ADN recombinante y tecnologia de
fermentaciones han permitido que los avances en biotecnologia estén mucho mas

alla del contexto tradicional original.

En la actualidad, en muchos paises en desarrollo se emplean ain las
viejas técnicas artesanales para €l procesamiento de alimentos. Estos paises no
pueden permanecer ajenos a los beneficios de la biotecnologia moderna. Debido a
la importancia potencial de muchos alimentos fermentados en diferentes

contextos, se establecieron las siguientes prioridades de investigacién en torno a
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ellos: (1) identificar los microorganismos responsables de la fermentacion v
microbiota indeseable; (2) mejorar la comprension de los procesos de
fermentacion; (3) simplificar y estandarizar el proceso y (4) desarrollar
capacidades tecnologicas locales. Se debe dar mayor énfasis a aquellos alimentos
fermentados que sirven como fuente principal de nutrimentos a grandes

poblaciones o grupos étnicos de importancia (Gaden, et al. 1992).

En este contexto, ¢l estado actual del estudio del pozol se puede ubicar en la
primera prioridad de investigacion sefialada. El interés por parte de nuestro
grupo de trabajo es el estudio de la microbiologia y fisiologia de las bacterias
lacticas del pozol, un alimento fermentado tradicional de importancia regional en
el cual se desarrolla una comunidad microbiana. Los resultados obtenidos en
este trabajo pretenden complementar los estudios de la diversidad microbiana
presente en muestras de pozol, mediante una aproximacion polifasica que incluye
también el uso de técnicas microbiologicas tradicionales, que han permitido
identificar la microbiola presente y también permiten considerar a ésta como

constante independientemente del origen de la muestra.

Las caracteristicas del pozol como un ambiente microbiano complejo
(diversidad de microorganismos y microambientes), hacen que este alimento sea
un sistema a partir del cual sea posible describir diferentes procesos microbianos

de potencial interés en biotecnologia (figura 17).

El presente trabajo es el primer ejemplo de la aplicacion del andlisis de
secuencias parciales de ADNr 16S obtenidas a partir de la fraccidén de ADN
bacteriano extraida de una muestra de alimento fermentado tradicional, como
parte de una aproximacién al estudio de la estructura microbiana del pozol para
determinar la presencia de microorganismos con caracteristicas genéticas,
fisiolégicas y ecolégicas de potenctal importancia biotecnoldgica. La diversidad de
bacterias lacticas presente en una muestra de pozol tipo indigena y descrita en
este trabajo, muestra algunas especies dc este grupo que no habian sido

detectadas previamente por métodos microbiclégicos tradicionales. Por otre lado,



101

no se identificaron microorganismos considerados come no cultivables o

desconocidos en la muestra analizada.

A pesar de las ventajas que ofrecen este tipo de metodologias para el estudio
de la eétmctura microbiana de un alimento fermentado tradicional, el punto de
partida obligado para iniciar la investigacién sobre la importancia de cada uno de
los microorganismos presentes y la posibilidad de realizar una explicacién de su
papel en el desarrollo de las caracteristicas de este alimento, es el aislamiento y ¢l
cultivo puro de la cepa o cepas a analizar. Lo que para el caso del pozo! resulta de
gran importancia, ya que una primera meta cn cl cstudio de la diversidad
bacteriana de este alimento es el establecimiento de la microbiota responsable del
desarrollo de las caracteristicas del alimento; otra es identificar a los
microorganismos indeseables con la finalidad de optimizar su proceso de

elaboracion,
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7

CONCLUSIONES y
PERSPECTIVAS

El presente trabajo se engloba en una linea de investigacion principal que
pretende el estudio de la diversidad bacteriana del pozol. La aproximaciéon
molecular emplieada en esta investigacidn pretende implementar ei uso de
técnicas no dependientes del cultive microbiane para ¢l analisis de la diversidad
bacleriana presente en un alimento, tomando como modelo para evaluar la
factibilidad del uso de éstas técnicas una muestira de pozol tipo indigena con un

tiempo de fermentacién de 8 — 10 horas.

La informacion obtenida mediante la aplicacion de estas técnicas para el
analisis de este alimento tiene la finalidad de ampliar el conocimiento sobre la
diversidad bacteriana del pozol que ha sido obtenida por métodos microbiolégicos
tradicionales. De este modo, las principales conclusiones que se generan de este
trabajo y que aportan una serie de conocimientos, no solo sobre la diversidad de
bacterias lacticas de una muestra de pozol tipo indigena sino también en forma
de una serie de experiencias metodologicas a nuestro grupo de irabajo, son las

siguientes:

1. En este trabajo se reporta por primera vez el analisis de la diversidad de
bacterias lacticas de un alimento fermentado tradicional, en este caso una

muestra de pozol tipo indigena con un tiempo de fermentacion de 8-10 horas,
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medianie el analisis de sccucncias parciales de ADNr 165 amplificadas por

PCR a partir del ADN bacteriano extraida de una muestira dec este alimento.

2. Las secuencias de ADNr 168 analizadas fueron identificadas como bacterias
Gram{t). Estc resultado confirma la especificidad del par de primers {D1 + rD1
hacia bacterias Gram{+) y relacionadas, aunque se identificaron también dos

genes no ribosomalces.

3. Las secuencias obtenidas permitieron detectar la presencia de las bacterias
lacticas Lactobacillus alimentarius, L. delbrueki, L. plantarum, L. casei,

Laciococeus lactis, Streptococcus bovis/ suis, y Clostridium sp.

4. Las especies Lb. alimentarius, Lb. delbruekii y S. Bovis/ suis son reportadas por

primera vez en una muestra de pozol tipo indigena.

5. La abundancia de clonas lUnicas detectada permite sefnalar a las especies
Lactococcus lactis, L. alimentarius y L. plantarum como los microorganismos
con una mayor abundancia relativa en la muestra de pozol tipo indigena

analizada con 8-10 horas de fermentacion

6. No se detectaron secuencias de ADNr 165 de microorganismos considerados

como no cultivables o desconocidos en la muestra de pozol.

A partir de estas conclusiones se pueden sefialar las siguientes recomendaciones

que pedran permitir un mejor andlisis de la estructura microbiana del pozol:

1. Emplear una menor cantidad de muestra de pozol a analizar, que sin embargo
sea representativa de cada uno de los microambientes del pozol [zona interna,
media y externa), evaluando el efecto del tamario de muestra sobre la eficiencia

de extraccion celular y del ADN.
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2. Desarrollar y evaluar el efecto del empleo de una estrategia de extraccién
directa de ADN del pozol sobre el estudio de la diversidad microbiana en este

alimento, comparando con lo obtenido en este trabajo.

3. Determinar la diversidad de bacterias Gram(-} en el pozol, empleando una
combinacion de primers que incluya alguno de los empleados en este trabajo
(fD1 o rD1), con otro especifico para bacterias Gram(-)] y en particular
enterobacterias, segundo grupo bacteriano mas abundante cn el pozot después

de las bacterias lacticas.

4. Determinar las diferencias en la estructura microbiana entre muestras de
pozol de diferentes tipos [tipo indigena o tipe mestizo basado en la utilizacion
de diferentes tipos de maiz) y diferentes regiones, considerando las

observaciones sefialas en los puntos 1-3.

5. Realizar el seguimiento de la fermentacién del pozol mediante el empleo de la
aproximacién metodologica utilizada en este trabajo y complementar esta
informacion con otras técnicas la hibridacién fluorescente in situ (FISH, por
sus siglas en inglés) y complementar esta informacion con los datos obtenidos
por métodos microbioldgicos tradicionales. Todo esto, para evaluar bajo un
criterio polifasico ¥ en términos cuantitativos la diversidad microbiana del

pozol y su variacion durante el desarrollo de una fermentacion,

La continuacién de esta linea de investigacion, bajo las recomendaciones
sefialadas, permitird tener un panorama completo de la diversidad bacteriana del
pozol mediante ¢l empleo de métodos moleculares. Esta informacién permitira
establecer el tipo de microorganismos dominantes en muestras de pozol de
diferentes tipos y tanto con el aislamiento selectivo de estos microorganismos por
técnicas microbiolégicas tradicionales permitira la posibilidad de controlar las

condiciones de fermentaciéon de este alimento.
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RESULTADOS DEL ANALISIS DE LAS SECUENCIAS DE LAS CLONAS PZ EN EL
PROGRAMA BLAST.
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Resultados del analisis de la secuencia de la clona Pz608 en el programa BLAST.

Distribution of 218 Blast Hits on the Query Sequence

Color Key for Alignnent. Scores

[ <do __do-50 LI S

Lmpzeq 0

Mouse-over to st

Score E Identities~
Sequences producing significant alignments: {bits) wvalue (%)
o |AT095544 . 1]AFQ85544 Uncultured bacterium clone Pz608 165... 1182 0.0 100
amb,%64887. 1|LLRRNADP L.lactis riboscmel RNX operon encodin... 461 0.0 96
amo AJ271851,1LLA2T1851 Lactococcus lactis partial 16S rRN... 950 0.0 95
ab|¥58837.1ISTRRR1IESD Streptococcus lactis 165 ribosomal RNA 944 0.0 95
gb{MiBBBE.lISTRRRlGSC Streptococcus cremoris 165 riboscmal RHA 938 0.0 a5
oD ATU61005. 1 AF061005 Enterococcus seriolicida 168 ribosom... 825 0.0 94
dbj'53026843.1|A3026843 Enterococcus sericlicida gene for 1... 825 0.0 g4
gb|L32813.1iENERRD Enterococcus seriolicida 165 ribosomal R... 8oL 0.0 93
b3 1AB012306.11AB012306 Lactococcus garvieae gene for 165 r... 785 0.0 °3
embing4260.1]LLAl6S Lactococcus lactis 165 ribosomal RNAR 167 0.0 91

I

+[Esia columna no aparcce en ¢l resuttado de! andlisis cn ¢l programa BLAST. [os valores que s¢ ilustran cotresponden al porcentije de
identidad que presenta la clona analizada con las 10 secuencias con las que produce alineumicnios significalivos.
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Resultados del anélis_is de la secuencia de la clona Pz547 en el programa BLAST.

Distribution of 201 Blast Hits on the Query Sequence

Color Key for Alignment Scores

[ 04050 ECOTINE . oman

tnpseq_O o T —
0 100 200 300 400 500 600

| Mouse-over 1o sl

* Score E Identities
Sequences preducing significant alignments: bits) Value (%)
gb|AF095542.11AFG95542 Lactococcus lactis clone Pz547 168 r... ggs 0.0 98
gb|AF095538.11AF095538 Lactococcus lactis clone Pz513 168 r... 632 e-178 94
emb|X64887. 1 | LLRRNAOP L.lactis riboscmal RNA operon encodin... 620 e-175 83
gh|M96537. 1{STRRR16SD Streptococcus lactis 165 ribosomal RNA 620 e-175 93
golAY006859.1| Uncultured rumen bacterium 163 ribosomzl RNA... 571 =2-160 93
gb|M54520.1 [LACRR16S1 Lactococcus lactis 163 ribosomal RMA, ... 56¢ =-160 48
gb|pF107514.1| Uncultured bacterium 5Y2-77 165 ribosomal RN... 565 2-159 32
go|M55156.1|LACRR1654 Lactococcus lactis 165 ribosomal RNA,... 361 e-157 97
gb!M54921.1|LACRR16S2 Lactoceoccus lactis 165 ribosomal RNA,. .. 555 e-156 97
gblAF270792.1 |AF270792 Lactococcus lactis N4 163 ribosemal ... 531 e-154 93

*[2sta columna no aparece en el resultado del andlisis en ¢l programa BLAST. Los valores que se ilusiran corresponden al porcentaje de
identidad que presenta la clona analizada con las 10 secuencias con las que produce alincamientos signiticativos.
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Resultados del analisis de la secuencia de la clona Pz504 en el programa BLAST.

Distribution of 101 Blast Hits on the Query Sequence

Color Key for Hllgnnent Scores

m — 5-H

et A L LSy o e b e
o 100 200 300 400 500 600

I Mouse-over to s

Score E Tdentities:*

Seguences producing significant alignments: {bits) Value (%
gb‘AFO95550.1|AF095550 Uncultured bacterium clone Pz504 165... 1148 0.0 100
gblA?OQSES?.lIAFO95557 Uncultured bacterium clone Pz525 16S... B58 0.0 37
abh AFD95537, 1 (AF095537 Uncultured bacterium clone Pz406 165... 819 0.0 95
gb Fl04114.1|AF104114 Streptococcus bovis strain ATCCA3143. .. 696 0.0 94
gb AF104i09. LIAFL04303  Streptococcus bovis strain JBl 165 r... 696 0.¢ 94
QLi1F00° %2 1|AFO0D9482 Streptococcus suls 165 ribosomal RNA... 690 0.0 G4
gb 2Y005044.1| Streptococcus sp. oral clone CHOl6 165 ribes... 688 0.0 G4
h1AFD09488 . 1 [AFOD9488 Streptococcus suls 168 ribosomal RNA... 688 0.0 94
L IAFOD2476. 1 |AEQQ2476 Streptococcus suis 165 ribosomal RNA... 688 0.0 94
gElAF082731.1|SBlssRRNA2 Streptococcus bovis strain FM 165 684 0.0 94

+Esta columna ny aparece en el resullado del analisis cn el programa BLAST. Los valores que s¢ ilustran correspenden al porcentuje de
identidad que presenta Ja clona anslizada con las 10 secuencias con las que produce alincamicntos significativos.



Resultados del analisis de la secuencia de la clona Pz406 en ¢l programa BLAST.

Distribution of 101 Blast Hits on the Query Sequence

Color Key for Alignnent Scores

<40 40-50 " Eo-80__

tmpzeq O T y ’
0 100 200 300 400 2006 &00

I Mouse-over to sl

Score E Identitias-
Sequences producing significant alignments: {bits) Value (%)
gb}AF095537.11AF095537 Uncultured bacterium clone Pz406 165... 1045 0.0 1060
gb[AF095557. 11AFD9555] Uncultured bacterium clone Pz525 165... 870 0.0 98
b | AFG95550. 1 |AF095550 Uncultured bacterium clone PzS504 16S... 813 ©£.0 EE]
blaF104114.11AF104114 Streptococcus bovis strain ATCC43143... 728 0.0 g5
bh{AF104109.11AF104109 Streptococcus'bovis strain JB1 165 r... 728 0.0 25
gb!AFOOQdBZ.llAF009482 Streptococcus suis 165 ribosomal RNA... 722 0.¢ g4
hiAY005044.11 Streptococcus sp. oral clone CHO16 168 ribos... 72c 0.0 21
bIAFQ0Y488.11AFC09488 Streptococcus suis 165 ribosomal REA. .. 720 0.0 G4
BIAFO09476.11AF008476 Streptococcus suis 165 ribosomal RNA. .. 720 0.0 94
gb|AF092731.1153165RRNA2 Streptococcus bovis strain FM 165 ... 116 0.0 G4

#J3sta columna no aparece en el resultado del andlisis en el programa BLAST, Los valores que s¢ ilustran correspoaden al poteentaje de
identidad gue presenta la clona analizada con las 10 secuencias cotl las que produce alineamicitos significativos.
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Resultados del analisis de la secuencia de la clona Pz525 en el programa BLAST.

Distribution of 102 Blast Hits on the Query Sequence

Color Key for Alignment Scores

(<40 d0-50 NSRRI RIS

tnpseq. 0
LU 100 200 300 4ano 500 600
Mouse-over to sl
Score E Identities*

Seguences producing significant alignments: {bits} Value (%)
gl !AFD85527. 1{AFD85557 Uncultured bacterium clone Pz525 165... 1235 0.0 100
gh].—‘&FO‘JSEE?.lIAFOS‘SSZ&? Uncultured bacterium clone Fz406 18S5... 87¢ 0.0 98
gb|AF095550.1|AF095550 Uncultured bacterium clone Pz504 165... 858 0.0 a7
gp.AF104114 1|AF104114 Streptococcus bovis stzzin ATCC43143. .. 42 0.0 96
9b.:\:‘1041\'9.1|AF10410L‘- Streptococcus bovis strain JBl 165 r... g42 0.0 95
9b_§?009452.1|AF009482 Streptoceccus suis 188 ribosomal RNA. .. 37 0.0 96
gblAYC05244.1] Streptococcus sp. oral clone CH31%6 165 ribos... 835 0.0 96
gb|AFCO94E5 . 11AF009488 Straptococcus suis 165 sibosomal RNA. .. 835 0.0 96
gb[:\FOOQ%‘G.lIAFOOBd?G Streptococcus suis 165 -ibosomal RNA. .. 835 0.0 95
gb1AF082731 . 1| SB16SRRNAZ  Streptococcus bovis scrain EM 168 ... g31 0.0 96

+Esta cotumna no aparece en el resultado del andlisis en el programa BLAST. Los valores que se ilustran corresponden al porcentaje de
identidad que presenta la clona analizada con las 10 secuencias con tas que produce alineamientos significativos.
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Resultados del analisis de la secuencia de la clona Pz638 en el programa BLAST.

Distribution of 175 Blast Hits on the Query Sequence

l Mouse-over to sl

Color Key for Alignment Scores
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Score E Identities*
Sequences producing significant alignmenzs: (bits} Value (3
gb]AF0S5560. 1|AF09556Q Uncultured bacterium ¢clone Pz63B 165... 1223 0.0 100
emb|X64887. 11 LLRRNAOP L.lactis riboscmal XNA operon encodin. .. 293 0.0 98
emb|AJ271851.1|LLA27185]1 Lactococcus lactis partial 165 rRN... §8% 0.0 5¢
gb|M58836.1|STRRR165C Streptococcus creroris 168 ribosomal REA 830 0.0 37
gb|M58837.1ISTRRR16SD Streptococcus lactis 165 ribosomal RNA §80 0.0 87
gbJAFQ51305.11AFQ61005 Enterococcus serinlicida 16$ ribosem... 187 0.¢ 95
gbL32813.1{ENERRD Enterccoccus seriolicida 16S ribosomal R... 785 0.0 95
dbij|AB01B211.1[ABC1821]1 Lactoceccus garvieae gene for 16§ r... 7z0 0.0 94
dij |AB012306.11AB012306 Lactoceccus garvieae gene for 165 r... 720 0.0 93
emb [AJ295B53 . 1| SMI295853 Streptococcus mitis partial 168 rR... 716 0.0 92

*Esia columna no aparece en ¢l resuliado det andlisis en ¢l programa BLAST. Los valores gue se ilusiran corresponden al poreentaje de
identidad que presentu 1a clona analizada con las 10 sccuencias con {as que produce alincamientos significativos,



Resultados del anilisis de la secuencia de la clona Pz513 en el programa BLAST.

Distribution of 185 Blast Hits on the Query Sequence

. Color Key for Alignnent Scores
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Score E Identities-
Sequences producing significant alignments: (bits) Vvalue (%)
gb|AF095538.1|AF095538 Lactococcus laccis clone Pz513 168 r. .. %00 0.0 100
emb{X64887.1|LLRRNACP L.lactis ribosomal RNA operon encodirn... I33 0.0 96
gbiM58B37.1|STRRR16SD Streptococcus lactis 168 ribosomal RNA 753 0.0 96
gbtAF107514.11 Uncultured bacterium §Y2-77 165 ribosomal Rx... 628 0.0 94
gb|AF270792.11AF270792 Lactococcus lactis N4 168 ribosomal ... 682 0.0 G5
gb|M58836.1(STRRR16SC Streptococcus cremoris 168 ribosomal RMA 570 0.0 83
gb|AF270781.1|AF270791 Lactococcus lactis Nl 163 ribeosomal ... 684 0.0 %5
gb|AY006859.1| Uncultured rumen bacterium 165 ribosomal RNA... B34 0.0 g9
dbj|AB030518.1|AB030918 Lactococcus lactis gene for 165 rRN... g54 0.0 9%
emb[X54260.11LLAL6S Lactococcus lactis 165 ribosomal RNA g32 0.0 92

*Esta columna no aparcce ¢n el resultado del andiisis en el programa BLAST. Los valores que se ilustran corresponden al parcentaje de
identidad que presenta fa clona analizada con las 10 secucacias con las que produce alincamientos significativos.
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Resultados del analisis de la secuencia de la clona Pz507 en el programa BLAST.

Distribution of 314 Blast Hits on the Query Sequence

! Mouse-over to sl

Color Key for Alignment Scores
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Score E Idenzities-
Sequences producing significant alignhments: (bits) Walue (%)
ghlAFDBSEéS.lTAFOBSSGS Clostridium sp. clone Pz507 165 ribo... 1164 0.0 10C
gblAF018038.11AF013038 Uncultured bacterium 0BSE 165 riboso... 541 e-151 K]
emb|X13447.1|CI168BNA C.irregularis 165 rRHA 539 e-151 G2
gb|M59105.11CLORRIESE Clostridium sordellii 165 ribosomal RNA 517 e-144 g3
emb |AJO09473. 1|UEAJI473 uncultured bacterium SJA-65 165 rRN. .. 500 e-139 8%
omb |AJ229218 . 1|UEA229218 Unidentified eubacterium from anox... 482 e-133 g2
gblAF127023.11AF127023 Clostridium algidicarnis 165 ribosom. .. 480 e-133 &2
gb|AF127024.1|AF127024 Clostridium putrefaciens 165 ribosom... 480 e-133 8z
emb{YEB177.L1CPUIB177 Clostridium putrifaciens 165 rRNA gen... 480 e-133 8z
emb)Y18189.11APO18BiBY Anaerobacter pelyendosporus 165 rRNA ... 480 e-133 2z

*Esta columna no aparece en ei resultade del anaiisis en el programa BLAST. Los valores que se tlustran corresponden al porcentaje de
identidad gue presenta la clona analizada con las 10 secuencias con las que produce alineamivntos significativos.
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Resultados del analisis de la secuencia de la clona Pz619 en ¢l programa BLAST.

Distribution of 248 Blast Hits on the Query Sequence

Mouse-over to sl

Color Key for RAlignnent Scnras
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sequences producing significant alignments: (bits) Value 1%}
o AF095564.1|AF095564 Lactobacillus plantarum clone Fz619 1126 0.0 100
E;:MBSBZ?.lILBARRIGSY Lactobacillus plantarum 16S ribosomal... 1110 0.0 g6
ern|¥X52653.1|LP16SRRNA L.plantarum 165 rRNA 1082 0.0 47
e=b|AJ272031.1|LPL372031 Lactobacilius plantarum 168 rRNA g... 1068 0.0 95
cri|D79210.1 LBA1I6SRRN1 Lactobacilles plantarum gene for 16... 1057 0.0 96
4e51D79211.1|LBAlGSRRN? Lactobacillus pentosus gene for 165... 1053 0.0 96
£-+]D79213.1|LBA16SRRN3 Lactobacillus sp. gene for 165 rRRA... 1029 0.0 95
o= |AJ271852.1[LPL271852 Lactobacillus plantarum partial 16... 865 0.0 94
gbiAE296646.1|AF296646 Lactocbacillus sp. 3F11 165 small sub... 957 ©6.0 96

20 0.0 36

|

dojtAB025972.11AB025972 Lactobacillus plantarum gene for 16...

*Esta columna no aparcce en ¢l resultado del andlists en ¢! programa BLAST. Lus valores que se ilusiran corresponden al pocentaje de
identidad que presenta Ta clona analizada con las 10 secuencias con las que produce alincamientos significatives.
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Resultados del andlisis de la secuencia de la clona Pz322 en el programa BLAST.

Distribution of 313 Blast Hits on the Query Scquence
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Sequences producing significant alignments: {bits) Value %)
gblAFOQSSGl.llAFOQSSGl Lactobacillus casei clone Pz322 165 ... 1158 0.0 00
dbjiD16552.11D16552 Lactobacillus casei DNA Zor 16S rRNA 932 0.0 95
dbj!D16550.11D1655¢ Lactobacillus casei DNA for 165 rRNA 932 0.0 45
dbjiD16548.11016548 Lactobacillus casei DNA for 165 rRNA 932 0.0 45
dbjiD16549,11D16549 Lactobacillus casei DNA Zor 18S rRNA 926 0.0 a5
gblAF243147.1|AF243147 Lactebacillus paracasei subsp. parac... 318 0.0 a5
dbj1D79212 . 1tLBAI6SRRHA Lactobacillus paracasei gene for 16... 918 0.0 25
dbj|886517.}.1086517 Lactobacillus casei DNA Zor 165 ribosom... 918 0.0 S5
9b1AF243146.1|AF243146 Lactobacillus rhamnosus strain FIil 1... 916 0.0 95
¢bjID86518.11D8€518 Lactobacillus casei DNA Zor 165 ribosom... 916 0.0 a5

*[ista columna no aparece en el resultado del aralisis en ¢l programa BLAST. Los valores que se rlustran corresponden al porcentaje de
identidad que presenta fa clona analizada con las 10 secuencias con fas que produce alineamientos significativos.
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Resultados del analisis de la secuencia de la clona Pz314 en el programa BLAST.

Distribution of 368 Blast Hits on the Query Sequence

| Mouse-over to sl

Color Key for flignnent. Scores
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Score E Identities
Seguences producing significant alignments: (bits} Value (%)
g AF095563. LiAFDO5563 Lactobacillus delbrueckii clone pz3l... 1219 0.0 100
emb | %52654.1 | LD1I6SRRIA  L.delbrueckii 165 rRNA 304 0.0 98
gbiM58323. 11 LBARR16SU Lactobacillus lactis 165 ribosomal RNA 739 0.0 95
gbi{M56814.1)LBARRIESNM Lactobacillus delbrueckii 165 ribosom... 128 0.0 97
dbj | kBOOT908.11ABO07308 Lactobacillus dalbrueckii gene for ... 728 0.0 97
gb[AF213703,11AF213703 Lactobacillus delbrveckii subsp. lac... 720 ©.0 97
gpiAF296649.11AF296649 Lactobacillus delbrueckii 16§ small ... 702 0.0 97
emb |AJD10834.1|LDEC10834 Lactobacillus delfrueckii 165 rRNA... 692 0.0 98
emb | A,010833.1LDECI0833 Lactobacillus delbiueckii 165 rRHA. .. 692 0.0 98
emb | AJ010832.11LDEG10E32 Lactobacillus delbrueckil ssp. lac... 682 6.0 a8

*Esta columna no aparece en el resultado del andlisis en el programa BLAST. Les vatlares que se itustran corresponden al porcentaje de
identidad que presenta la clona analizada con las 10 secuencias con las que produce alineamientos significativos.
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Resultados del analisis de la secuencia de la clona Pz505 en el programa BLAST.

Distribution of 156 Blast Hits on the Query Sequence
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Sequences producing significant alignments: {bits) Value 23]
gb!AF095551.1[AF095551 Lactocogeus lactis clone P2505 1635 r... 1003 0.0 27
gb|AF270792.1|AF270792 Lactococcus lactis N4 165 ribosomal 63z e-179 99
gb |AF270791.1{AF27079] Lactoceccus lactis W1 185 ribosomal 632 e-179 ag
emp|X641887. 11 LLRRHAOP L.lactis ribosomal RNA operon encodin... 632 e-179 B
gb{458837.11STRRR1I6SD treptococcus lactis 165 ribosomal RNA 632 e-179 of
dbj |ABO30918.1[ABD30918 Lactococcus lactis gene for 165 rRN... 609 e-172 ]
gb|AY006855.1]| Uncultured rumen bactarium 165 ribosomal RNA. .. 587 e-145 s
gb|AF107514.1] Uncultured bacterium 3Y2-77 165 ribosomal RN... 581 e-163 2
gblAF095538.1{AF095538 Lactotoccus lactis clone Pz513 165 r... 581 e-163 8
gb|M56836.1}STRRR165C  Streptococcus cremoris 165 ribosomal RNA 557 e-156 °6

*Esta columna no aparcce en ¢l resultado det anilisis en el programa BLAST, Los valores que se ilustean corresponden al porcentaje de
identidad que presenta |a clona analizada con las 1§ secuencias con las que produce alincamientos significativos.
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Resultados del analisis de la secuencia de la clona Pz518 en el programa BLAST.

Distribution of 182 Blast Hits on the Query Sequence
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Sequences producing significant alignments: {bits} Value (%)
qb|AFD55555. 1|AF095555 Lactococcus lactis clone Pz518 165 r... 748 0.0 100
gb|AF270792.1{AF270792 Lactococcus lactis X4 165 ribosomal 325 2e-86 84
g |AF270791.14AF270791 Lactococcus lacgis N1 165 ribosomal ... 325 2e-86 82
embX64887.1|LLRRNAQOF L.lactis ribosemal RNA operen encodin... 325 2e-86 B4
gblMSBB3?.1|STRRR16$D Streptococcus lactis 165 ribosomal RNA 325 2e-86 g4
Qb 1AF107514.1] Uncultured bagterium SY2-77 165 ribosomal RN... 293  5e-17 B3
g |M58836.1|STRRR16SC Streptococcus CIemoris 165 ribosomal RNA 289 Be-76 83
gbiAF025538, 1|AF095538 Lactococcus lactis clone Pz513 165 r... 287 3e-75 85
dizj | ABG30918.11AB030918 Lactococcus lactis gene for 165 rRN... 283 _5e-74 84
gb{AF035551.1|AF095551 Lactococcus lactis clone Pz505 165 r... 274 5e-T1 85

*gs1a cotumna no aparcee en ¢f resultado del andlisis ew el programa BLAST. Los valores que s ilustran corresponden al porcentaje de
{dentidad que presenta la clona analizada con las 10 sccuencias con las que produce alincamientos stgnificatives.
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Resuitados del analisis de la secuencia de la clona Pz634 en el programa BLAST.

Distribution of 368 Blast Hits on the Query Scquence

Color Key for fillignnent Scores
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Sequences producing significant alignments: (bits) Vailue (%)
gb | AF095562.11AF095562 Lactobacillus alimentarius cleone Pz6... 1102 0.0 100
gblMSBBOﬂ.lILEARRlGSC Lactobacillus alimentarius 165 riboso... 882 0.0 96
GIAF183558.LIAFLB3558 Lactobacillus kimchii 165 ribosomal 710 0.0 91
gb|M59295.1ILBARR165AH factobacillus vermiforme 165 ribosom... 430 e-118 g7
b M58824. 1 | LBARR16SY Lactobacillus mali 165 riboscmal RHA 424 e-11% 86
LIM58817.1 | LBARR1I6SP Lactobacillus farciminis 168 ribosoma... 416 e-114 92
dbi1Dp87678.11D87678 Pediococcus damnosus DNA for 168 rRNA, ... 408 e-111 36
gblb-lSﬂEZl.llLBARRlGSQ Lactobacillus hilgardii 165 ribosomal... 393 e-107 85
dbj|A3024300,1iAB024300 Lactobacillus kefiri gene for 165 r... 387 e-105 B85
emb|X95423, 1iLLRRL40 L.lindneri 165 rR’¥A gere, strain LTH 2... 379 e-102 85

+fgta columna no aparece en of resultado det andlisis en et programa BLAST. Los valores que sc ilustran corresponden al porcentaje de
idenidad que presenta Ia clona analizada con fas 10 secuencias con 1as que produce alincamientos significativos.



