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Resumen

El suelo representa uno de los habitats mas diversos y heterogéneos para las
bacterias y arqueas en el planeta, en él existen comunidades bacterianas con
mucha mayor diversidad que la que se presenta en la mayoria de los habitats
naturales. Sin embargo, el estudio de la diversidad presente por técnicas
microbioldgicas dependientes del cultivo ha demostrado que solo es posible
obtener hasta el 1% de la diversidad presente. La aplicacion de la aproximacion
metagendmica ha permitido poder acceder a esta diversidad aparentemente no
cultivable y ha permitido determinar no tan solo la diversidad microbiana presente
—cultivable, como no cultivable- y ha permitido también conocer la diversidad
metabdlica y genética presente en las muestras analizadas. En este trabajo se
analizé la diversidad bacteriana y metabdlica presente en el metagenoma de una
muestra de suelo de bosque no perturbada aledafia al Instituto de Biotecnologia,
UNAM y que forma parte de la region del corredor ecoldgico Chihinautzin,
Cuernavaca, Morelos. EI analisis de diversidad bacteriana se realizé por
secuenciacion de los ADNr 16S amplificados directamente del metagenoma,
mientras que para el analisis de la diversidad metabdlica presente se construy6 un
banco metagendmico y se secuenciaron varias clonas. El analisis de diversidad
bacteriana por analisis de secuencias de ADNr 16S permitidé detectar
Proteobacterias principalmente del grupo € (como E. coli), bacterias no cultivadas
y/o sin representantes cultivados, algunas que no poseen similitud significativa con
las secuencias depositadas en el NCBI, las menos representadas fueron las Gram
positivas. El banco metagendmico construido equivale a poco mas de 87 genomas
(con relacion al tamafio del genoma de E. coli). La secuenciacion de 5 clonas
seleccionadas aleatoriamente de este banco utilizando el método de primer
walking, permitié identificar los genes correspondientes a una posible proteina
reguladora, una endonucleasa dependiente de ATP, una proteina involucrada en
la biosintesis de riboflavina RibF, una GTP difosfocinasa y CHAP (dominio de
GTP sintetasa) de Sphingomonas, los cuales pertenecen en su mayoria al grupo

de las Proteobacterias.



1. Introduccion

Los microorganismos procariontes representan por mucho el mas grande
reservorio de diversidad genética sobre la tierra. La bacteriologia desarrollada
alrededor de técnicas de cultivo puro ha sido el eje de estudios desde la
taxonomia hasta la genémica. Sin embargo, sabemos ahora con un alto nivel de
certeza que el porcentaje de bacterias cultivables en la mayoria de los suelos es
muy pobre alrededor de 1% o menos (Rodriguez-Valera, 2004). La actual
diversidad de los genes dentro de las especies bacterianas es otra incognita

importante en el estudio de la diversidad procarionte (Boucher, et al. 2001).

Se han propuesto diferentes hipdtesis para explicar la naturaleza no
cultivable (aparentemente el componente mas abundante) de la diversidad
procarionte. Una de estas hipotesis propone que en realidad se trata de
microorganismos relacionados a especies previamente cultivadas y que la
incapacidad de poderlos crecer en laboratorio se debe a su naturaleza
recalcitrante. Se ha determinado que la modificacion de las condiciones de cultivo
han hecho posible revertir este estado no cultivable para algunos microorganismos
(Keller y Zengler, 2004). Sin embargo, otras tendencias basadas en el analisis de
secuencias de ADNr 16S amplificados directamente del ambiente, han
demostrado la presencia de grupos bacterianos completamente nuevos y sin
representantes previamente cultivados. En un reporte en el 2003 existian 26 phyla
candidatos que no contienen representantes cultivados, algunos de ellos se han
denominado como OP10, OP3, WS3, BRC1, NKB19, OP9 y Termite group1 entre
otros (Handelsman, 2004). En la figura 1 se muestra un arbol filogenético del
dominio bacteria donde se incluyen phyla definidos y también aquellos que
mayoritariamente estan integrados por microorganismos no cultivados, ademas de
incluir un gran numero de phyla propuestos pero que no poseen miembros o

representantes cultivados.
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Figura 1.

Arbol filogenético del dominio Bacteria (en itélicas los phyla establecidos) y phyla
candidatos descritos en 2003 en la base de datos ARB (software para analisis de secuencias
ambientales [del latin arbor, arbol]). La intensidad del color rojo representa la cantidad de

secuencias en cada phylum obtenidas de representantes cultivados. Los phyla candidatos no
poseen miembros cultivados (Handelsman, 2004).



Del total de 53 phyla descritos, unicamente 27 poseen representantes
cultivados y algunos solo poseen unos cuantos microorganismos aislados vy
muchos phyla contienen Unicamente una especie descrita. Solo cinco phyla como
son: Actinobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria, Firmicutes y Proteobacteria
incluyen especies que producen moléculas bioactivas. Esos cinco representan
95% de las especies cultivadas publicadas. Los 22 phyla restantes con miembros
cultivados representan unicamente el 5% de todas las especies publicadas (Keller
y Zengler, 2004).

Para 2008 existen cerca de 100 phyla descritos mediante analisis de
secuencias de fragmentos de ADNr 16s de 103 bases en promedio (region
hipervariable V9) obtenidas de muestras de cuatro suelos diferentes (Fulthorpe, et
al., 2008). En el anexo 1 se muestra la lista de los diferentes phyla que se

encontraron en este trabajo y que estan depositadas en http://greengenes.lbl.gov

La posibilidad de acceder a esta diversidad bacteriana no cultivable solo es
posible por medio de la aplicacion metagendémica (figura 2) (Rajendhram vy
Gunasekaran, 2008). El punto de partida para el analisis metagenémico de una
muestra ambiental es la extraccion del metagenoma bacteriano (conjunto de
genomas microbianos presentes en un ambiente). Existen dos aproximaciones
metodoldgicas para su obtencién: 1) Un método de lisis directo que se basa en la
lisis de todos los microorganismos presentes en una muestra ambiental por una
combinacion de métodos fisicos, quimicos y enzimaticos, para posteriormente
purificarlos; y 2) la extraccion indirecta, que se basa en una separacion diferencial
de la fraccién bacteriana por homogenizacion, centrifugacion y su posterior lisis

(Rajendhram y Gunasekaran, 2008).

Una vez obtenido el metagenoma bacteriano, este se fragmenta en una
serie de tamanos discretos para ser clonado en vectores tales como los
plasmidos, fosmidos, cosmidos o los cromosomas bacterianos artificiales (BAC,

por sus siglas en inglés), para ser entonces transformados en cepas hospederas



especificas. Con la obtencién del banco metagendmico se tiene un pool que

representa varias veces el tamafno de un genoma de referencia (p. ej. E. col).

Andlisis de diversidad microbiana,
bibliotecas de ADNr 16S

transferencia genética horizontal ADN, Nuevas aplicaciones
- 4 biotecnolégicas

Metagenomica

Gendmica una sola célula,
ensamblaje de un microorganismo no
cultivado

&~

Amplificacién-identificacion in situ
de nuevas rutas metabdlicas

Quorum sensing, conociendo
las interacciones microbianas
célula-célula

Metagendmica movil, Analisis de } 1 Construccion de bibliotecas de

Figura 2. Diferentes aplicaciones del estudio de la metagenémica (Rajendhram y Gunasekaran,
2008). Para los fines de este estudio se realizd6 un analisis de diversidad microbiana y la

construccion de una biblioteca o banco de ADN que en el esquema se muestran en gris.

A partir del banco metagendmico se pueden aplicar diferentes estrategias
para su analisis: deteccién directa de genes de interés por PCR o por hibridacién
con sondas especificas; secuenciacion masiva del metagenoma o bien por
complementacion funcional de cepas con mutaciones especificas que son
complementadas con el material metagendmico inserto en los vectores utilizados
para la construccion del banco. Como resultado de la aplicacibn de estas
aproximaciones ha sido posible la deteccion y obtencion de genes que codifican
para una gran diversidad de productos que comprenden desde enzimas hasta

metabolitos (debido a la clonacién de vias metabdlicas completas) (Figura 3)
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Figura 3. Construcciéon de bancos metagendmicos de muestras ambientales y estrategias

utilizadas para su caracterizacion (Schloss y Handelsman, 2003; Cowan et al., 2005)



2. Antecedentes

2.1 Diversidad bacteriana del suelo

La diversidad biolégica o biodiversidad, se define como las variaciones colectivas
a todos los niveles de organizacion biolégicos, desde variaciones genéticas dentro
de poblaciones y especies, especies con comunidades, a comunidades que
componen un ecosistema. La biodiversidad comunmente describe tanto la
informacion contenida y como se distribuye en los sistemas biolégicos o

comunidades naturales (Torsvik y @vreas, 2007).

El suelo representa uno de los habitats mas diversos y heterogéneos para
las bacterias y arqueas en el planeta, en él se presentan comunidades bacterianas
con mucha mayor diversidad que la que se presenta en la mayoria de los habitats
naturales. Sumado a la gran diversidad de la vida procarionte, en la mayoria de los
suelos la cantidad de microorganismos estan en el rango de 107 - 10"° células por
gramo de suelo seco. La evaluacién de la diversidad dentro de las comunidades
microbianas es uno de los aspectos mas fascinantes de la microbiologia,
especialmente por el hecho de que esta puede ser muy pequena. Esto se refleja
por el numero de especies bacterianas que existen sobre la tierra, el cual varia
entre 10* y 10° (Torsvik y @vreas, 2007).

La abundancia de las células procariontes en el suelo puede ser visualizada
por técnicas microscopicas directas. En un trabajo publicado por Hugenholtz y
colaboradores (en Nogales, 2005), los autores analizaron la presencia de los
diferentes grupos filogenéticos bacterianos en estudios realizados en diferentes
ambientes, aquellos grupos microbianos que se encuentran mas frecuentemente
en muestras de suelo pertenecen a la Subclase a-Proteobacteria, seguido de
microorganismos Gram-positivos de la clase Actinobacteria y dos phyla nuevos,

Acidobacteria y Verrumicrobia (Xu, 2006).

Con el uso de aproximaciones metagenomicas y otras herramientas moleculares

(bibliotecas genémicas de ARNr 16S) recientemente se ha obtenido evidencia de



que los miembros del Phylum Acidobacteria, el cual contiene comunmente al
menos ocho subgrupos filogenéticos, son ubicuas en gran numero de ambientes
terrestres, desde los suelos agricolas hasta los suelos boscosos y de algunos
contaminados con metales o radioactividad a suelos pristinos. Una biblioteca
genémica de ADN de suelo que es sondeada para secuencias de ADNr 16S
pueden contener alrededor de 25%-30% de secuencias afiliadas a acidobacterias,
esto se observo en muestras de suelo de pastoreo australianas (van Elsas, et al.
2007).

Para calcular una medida de la diversidad total en los sistemas bioldgicos,
se han usado ampliamente los indices de diversidad. Los indices primarios dan
medidas del numero de taxa o grupos en una comunidad, mientras que un indice
secundario o compuesto se basa en dos componentes, riqueza y abundancia. La
riqueza describe el numero de diferentes taxa en una comunidad y la abundancia
describe que tan distribuidos estan los individuos dentro de los taxa (la abundancia
relativa de los individuos entre los taxa. indices de diversidad cominmente
usados son el indice de dominancia de Simpson (D), el indice de reciprocidad de
Simpson (1/D), el indice de series logaritmicas (el cual es sensible a la riqueza de
taxones) y el indice de Shanon-Weaver (H’), el cual es una medida de riqueza y
abundancia (Odum, 1971).

2.2 Diversidad metabolica bacteriana

Las bacterias exhiben una gran diversidad metabdlica. La distribucion de estos
tipos metabdlicos dentro de un grupo de bacterias se ha utilizado tradicionalmente
para definir su taxonomia, pero estos rasgos no corresponden a menudo con las
clasificaciones genéticas modernas. El metabolismo bacteriano se clasifica con
base en tres criterios importantes: el origen del la fuente de carbono, y los
donadores de electrones. Un criterio adicional para clasificar a los
microorganismos que respiran es el receptor de electrones usado en la

respiracion.



Segun la fuente del carbono, las bacterias se pueden clasificar como
heterétrofas cuando usan compuestos organicos, o como autotrofas cuando el
carbono celular se obtiene mediante la fijacién del didxido de carbono. Las
bacterias autétrofas tipicas son las cianobacterias fotosintéticas, las bacterias
verdes azufrosas y algunas bacterias purpureas. Pero hay también muchas otras
especies quimiolitétrofas, por ejemplo, las bacterias nitrificantes y oxidantes del
azufre. Segun la fuente de energia, las bacterias pueden ser fototrofas, es decir,
que emplean la luz a través de la fotosintesis, o quimidtrofas, es decir, que
obtienen energia a partir de sustancias quimicas que son oxidadas principalmente
a expensas del oxigeno o de otros receptores de electrones alternativos

(respiracion aerobia/anaerobia).

Finalmente, las bacterias se pueden clasificar como litétrofas u organétrofas
segun utilicen como donadores de electrones compuestos inorganicos u
organicos, respectivamente. Los organismos quimioétrofos usan donadores de
electrones para la conservacibn de energia (durante Ila respiracion
aerobia/anaerobia o durante la fermentacion) y para las reacciones biosintéticas
(por ejemplo, para la fijacién del didxido de carbono), mientras que los organismos
fotétrofos los utilizan solamente para propdsitos biosintéticos. Los organismos que
respiran usan compuestos quimicos como fuente de energia, tomando electrones
del substrato reducido y transfiriéndolos a un receptor terminal de electrones en
una reaccion redox. Esta reaccidn desprende energia que se puede utilizar para
sintetizar ATP y conducir el metabolismo. En los organismos aerobios, el oxigeno
se utiliza como receptor de electrones. En los organismos anaerobios se utilizan
como receptores de electrones otros compuestos inorganicos tales como los
nitratos, sulfatos o el diéxido de carbono. Esto conduce a los procesos
ecologicamente importantes de la desnitrificacion, reduccién del sulfato vy

acetogénesis, respectivamente.

Otra posibilidad de los quimidétrofos en ausencia de receptores de
electrones es la fermentacion. En la fermentacioén, los electrones tomados de los

substratos reducidos se transfieren a intermediarios oxidados para generar
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productos de fermentacién reducidos (por ejemplo, lactato, etanol, hidrégeno,
butirato). La fermentacion es posible porque el contenido de energia de los
substratos es mayor que el de los productos, lo que permite que los organismos
sinteticen ATP y conduzcan su metabolismo. Estos procesos son también
importantes en las respuestas biologicas a la contaminacién. Por ejemplo, las
bacterias reductoras de sulfato son en gran parte responsables de la produccién
de formas altamente toxicas de mercurio (metil- y dimetil-mercurio) en el ambiente.
Los organismos anaerobios utilizan la fermentacion para generar energia,
secretando subproductos metabdlicos (tales como el etanol en la elaboracion de la
cerveza) como productos de desecho. Los anaerobios facultativos pueden elegir
entre la fermentacién y diversos receptores terminales de electrones dependiendo

de las condiciones ambientales en las cuales se encuentren.

Las bacterias litotrofas pueden utilizar compuestos inorganicos como fuente
de la energia. Los donantes de electrones inorganicos mas comunes son el
hidrégeno, mondxido de carbono, amoniaco (que conduce a la nitrificacidn), hierro
ferroso y otros iones de metales reducidos, y varios compuestos de azufre
reducidos. Inusualmente, las bacterias metandtrofas pueden usar gas metano
tanto como fuente de electrones como substrato para el anabolismo del carbono.
En la fototrofia y quimiolitotrofia aerobias, se utiliza el oxigeno como receptor
terminal de electrones, mientras que bajo condiciones anaerobias se utilizan
compuestos inorganicos. La mayoria de los organismos litétrofos son autétrofos,
mientras que los organismos organoétrofos son heterétrofos (Xu, 2006). La figura 4
muestra la clasificacion de los microorganismos de acuerdo al uso de diferentes

fuentes de carbono y energia (Madigan, et al., 2008).
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Figura 4. Diversidad metabdlica de los microorganismos. Esta clasificacion se ha hecho basada en

la fuente de energia y carbono que utilizan los microorganismos, asi como el tipo de metabolismo

que estos presentan (Madigan, et al., 2008).

2.3 El papel de la diversidad bacteriana en la dinamica de los suelos

Las bacterias en el suelo se dividen tradicionalmente en autéctonas y zimoégenas.

Los microorganismos autoctonos son habitantes comunes que tienden a

mantenerse a niveles relativamente constantes en el medio, a pesar de las

fluctuaciones en las condiciones locales, incluyendo los niveles de materia

organica. Los organismos clasificados como zimdgenos pueden unicamente

crecer cuando los recursos son abundantes y por lo tanto son oportunistas en

términos tréficos, los organismos zimogenos son usualmente copiotroficos, lo cual

significa que necesitan acceder a la materia organica facilmente oxidable para su

crecimiento (van Elsas, et. al. 2007).
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El suelo es un sistema muy complejo que comprende una variedad de
microhabitats con diferentes gradientes fisicoquimicos y condiciones ambientales
discontinuas. Los microorganismos se adaptan a microhabitats y viven juntos en
consorcios e interactuando de una u otra manera con otras partes de la biota del
suelo (Torsvik y Qvreast, 2002). Los microorganismos activos en el suelo son
responsables en gran parte de los ciclos biogeoquimicos, median el ciclo del
nitrdgeno proporcionando la unica ruta biolégica para que el nitrégeno atmosférico
entre en los sistemas vivos a través de la fijacion de nitrégeno oxidandolo a través
de la nitrificacién y reciclandolo a la atmésfera por la desnitrificaciéon. De manera
similar, éstos juegan un papel central en los ciclos de carbono y azufre y en la
transformacion oxidativa y reductora de metales como hierro y mercurio
(Handelsman, 2004). Por tanto, la identificacion de todos los miembros de la
comunidad y genes en un ambiente es fundamental para obtener una perspectiva

de los sistemas ecolégicos (Noguchi, et al. 2006).

La diversidad de consorcios microbianos naturales es una fuente rica para
nuevas enzimas industriales y compuestos bioactivos, esta diversidad ha sido
explorada durante muchos afios basada en el cultivo y aislamiento de especies
bacterianas. Dichas técnicas son conocidas por su selectividad, pero no permiten
aislar un numero de especies representativas del grueso de las comunidades
bacterianas (Knietsch, et al. 2003).

El suelo tiene una basta diversidad filogenética (Lozupone y Knight, 2007),
pero el desarrollo de las practicas industriales en los ultimos, 200 afos ha dado
como resultado, severos dafios en el balance ecolégico, en la mayoria de los
ecosistemas. Como producto de estos disturbios hay un decremento en la
biodiversidad, una extincion irreversible de muchas especies sensibles asi como la
seleccién de otras que se han adaptado mejor a un ambiente industrializado

(Kozdrdjy van Elsas, 2001).
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2.4 Analisis de diversidad microbiana utilizando métodos moleculares no

dependientes de cultivo

La aplicacion de herramientas moleculares al estudio de la diversidad microbiana
ha permitido la posibilidad de detectar una mayor diversidad bacteriana que
aquella observada por técnicas microbiolégicas dependientes de cultivo
(Riesenfeld, et al. 2004).

Existe un amplio rango de métodos disponibles para estudiar la diversidad
microbiana del suelo incluyendo a la fraccion no cultivada. Cada método tiene sus
limitaciones y unicamente proporciona una imagen parcial de un aspecto de la
diversidad del suelo (Kirk, et al. 2004). El estudio de la diversidad bacteriana ha
revolucionado, gracias a la amplificacién por PCR de genes (principalmente ADNr
16S) que de alguna forma permiten una identificacion directamente de las
muestras ambientales. La conclusién mas relevante es que una vasta seccién de
la diversidad procarionte no esta representada en las colecciones cultivadas y por
lo tanto sigue siendo basicamente desconocida (Rodriguez-Varela 2004). En la
figura 5 se muestra un esquema de las diferentes estrategias no dependientes de
cultivo que pueden seguirse para analizar la diversidad bacteriana de los suelos
(Escalante-Lozada, et al. 2004).

Las técnicas basadas en PCR han sido usadas para contrarrestar las
limitaciones de los métodos basados en cultivo, sin embargo, ellas también
poseen sus propias limitaciones (Kirk, et al. 2004). Las bacterias existen dentro o
sobre la superficie de agregados de suelo; la capacidad para separar esas células
de los componentes del suelo es vital para estudiar la biodiversidad (Trevors,
1998). Si el método de extraccion celular usado es muy gentil, se romperan las
paredes de las bacterias Gram-negativas, pero no las Gram-positivas. Y si el
método es muy agresivo, podran lisarse tanto Gram-positivas como Gram-
negativas, la desventaja es que el ADN podria fragmentarse (Wintzingerode, et al.,
1997).
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Figura 5. Técnicas moleculares no dependientes de cultivo microbiano utilizados en el andlisis de

la diversidad bacteriana de suelos (Escalante-Lozada, et al. 2004).

El método usado de extraccion de ADN o ARN puede sesgar los estudios
de diversidad. Los métodos de extraccién agresivos como la agitacion con perlas
pueden fragmentar los acidos nucleicos también, originando problemas en
subsecuentes amplificaciones por PCR (Wintzingerode, et al. 1997). Con muestras
ambientales, es necesario remover sustancias inhibitorias como acidos humicos,
los cuales normalmente se coextraen e interfieren con subsecuentes analisis de
PCR. Pero, los subsecuentes pasos de purificacion pueden originar una pérdida
de ADN o ARN, sesgando potencialmente los analisis de diversidad molecular
(Kirk, et al. 2004).

El analisis de los genes de ARNr 16S proporciona informacion valiosa

acerca de la evolucion y diversidad de poblaciones microbianas, pero no revela el
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papel de diferentes microorganismos dentro de las poblaciones naturales. Las
copias del gen 16S presentes en un microorganismo abarcan aproximadamente
0.05% del genoma procarionte promedio y no puede ser usado para obtener
informacion acerca de la fisiologia del organismo del cual se obtuvo (Rodriguez-
Varela, 2002).

El gen ADNr 16S presenta una gran heterogeneidad intraespecifica, por lo
tanto, en una misma especie pueden existir mas de dos copias del mismo.
Diversos estudios han revelado que dichas copias evolucionaron de manera
separada, lo cual confiere una desventaja del uso de este gen. Una alternativa al
uso del gen 16S (Ueda, et al. 1999), puede ser el uso de rpoB, el cual se
encuentra en una sola copia, es comun en todas las bacterias, es conservado y
también tiene regiones variables y funciona como un reloj biolégico. El gen para la
subunidad beta de la ARN polimerasa, gracias a las caracteristicas antes
mencionadas puede ser utilizado para la identificacion de especies. Un producto
de PCR de este gen puede dar unicamente una banda en un gel de DGGE,
haciendo posible distinguir diferentes especies usando DGGE O TGGE sin tener la
secuencia de bandas individuales, las medidas de correlacion y diversidad pueden
ser aplicadas directamente a los patrones de DGGE o TGGE (Dahll6f, et al. 2000).

Otra técnica similar es la conocida como técnica Terminal Restriction
Fragment Lenght Polymorphism (T-RFLP), la cual es una mejora del ARDRA, y
que mide unicamente los fragmentos terminales de restriccion del ADNr 16S, la
complejidad del patrén de RFLP es mas reducido y donde cada fragmento es
representativo de un ribotipo o unidad taxonémica operacional (Kozdréj y van
Elsas, 2001).

Las relaciones filogenéticas entre proteinas RecA de mas de 65 especies
de bacterias han sido reportadas en diferentes estudios (Eisen 1995). Los arboles
son robustos y correlacionan con los arboles generados por ARNr 16S de las
bacterias correspondientes, generando la conclusién de que RecA es un marcador

genético utilizado para reconstruir filogenias bacterianas (Sandler, et al. 1999). En
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la tabla 1 se enlistan algunos de los diferentes métodos moleculares usados para

estudiar la diversidad bacteriana del suelo (Kirk, et al. 2004).

Tabla 1. Ventajas y desventajas de algunos métodos moleculares para estudiar la diversidad

microbiana del suelo (Kirk, et al. 2004)

Método

Ventajas

Desventajas

Porcentaje de
G+C

Reasociacién
de acidos
Nucleicos e
hibridacion

Microarreglos
e hibridacion
de ADN

DGGE o
TGGE

ARDRA o
RFLP

T-RFLP

RISA 'y ARISA

No esta influenciado por el sesgo de
la PCR.Incluye todo el ADN
extraido.

Incluye miembros raros de la
comunidad

No esta influenciado por el sesgo de
la PCR.

Estudia ARN y ADN

Puede ser estudiado in situ
Pueden analizarse miles de genes

Si se usan genes o fragmentos de
ADN se incrementa la especificidad

Pueden analizarse un gran numero
de muestras simultdneamente

Confiable, reproducible y rapido

Detecta cambios estructurales en la
comunidad microbiana

Patrones de bandeo mas simples
que los de RFLP

Puede ser automatizado, gran
numero de copias

Altamente reproducible. Compara
diferencias en comunidades
microbianas

Perfiles de comunidad altamente
reproducibles

Requiere grandes cantidades de ADN.
Depende de la lisis y eficiencia de extraccion

Nivel de resolucion grueso
Poca sensibilidad

Necesita un alto numero de copias de las secuencias para poder
ser detectadas

Depende de la lisis y eficiencia de extraccion

Unicamente se detectan las especies mas abundantes

Solo es preciso en sistemas de baja diversidad

Sesgo de la PCR, depende de la eficiencia de lisis y extraccién
Una banda puede representar mas de una especie (co-migracion)

Unicamente se detectan las especies dominantes
Sesgo de la PCR

Patrones de bandeo extremadamente complejos

Depende de la eficiencia de lisis y extraccion
Sesgo de la PCR
El tipo de Taq puede incrementar la variabilidad

Eleccion de primers universales

Bases de datos insuficientes
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2.5 Identificacion bacteriana basada en el analisis de secuencias de ADNr
ARNTr 16S.

El campo de la ecologia microbiana fue revolucionada por los estudios de Woese
en 1990 y Pace en 1997 basados en analisis de secuencias de ADN o ARN, la
aplicacién de primers universales para la amplificacion directa por PCR de genes
de ARNr 16S del ADN total de la comunidad, combinado con tecnologias de
clonacion y secuenciacion, ha generado una vasta cantidad de datos y una

diversidad procarionte redefinida (Green y Keller, 2006).

El factor mas obvio que hace a una molécula una buena medida de
relaciones filogenéticas es su tamafo, aunque no es la condicion determinante ya
que hay aspectos de la organizacion estructural de la molécula que son
importantes, p. ej. que todas las moléculas parecen estar organizadas en unidades
estructurales. La diversidad de tasas de cambio dentro de los ARNs es una gran
ventaja. Aunque esta permite que la misma molécula sea usada para relaciones
globales y locales, esta diluye la cantidad de informacién usada en alguna
distancia. Las posiciones conservadas son esenciales para el reconocimiento de
secuencias homologas, pero no proporciona informacion filogenética (Olsen vy
Woese, 1993).

Las razones por las que algunas moléculas son mejores indicadores de
relaciones filogenéticas que otros, no siempre es claro. Por ejemplo, el ARN 7S es
mas grande que el ARN 58S, pero es menos usado como indicador filogenético a

niveles taxondmicos superiores (Kaine, 1990).
2.5.1 Caracteristicas generales de los ARNr 16S

El ARN ribosomal (ARNr) 16S es la macromolécula mas ampliamente utilizada en
estudios de filogenia y taxonomia bacterianas. Su aplicacién como reloj molecular
fue propuesta por Carl Woese a principios de la década de 1970. Los estudios de
Woese originaron la division de los procariontes en dos grupos o reinos:

Eubacteria y Archaeobacteria, cuya divergencia es tan profunda como la
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encontrada entre ellos y los eucariontes y permitieron establecer las divisiones

mayoritarias y subdivisiones entre ambos reinos (Olsen y Woese, 1993).

El ribosoma bacteriano tiene un coeficiente de sedimentacion de 70S
(expresado en unidades Svedberg) y puede disociarse en dos subunidades, la
subunidad grande 50S y la subunidad pequefia 30S. La subunidad 30S contiene al
ARNr 16S. En bacterias, los genes que codifican los ARN ribosomales estan
organizados en operones. Cada operdn ribosomal (rrn) incluye genes para los
ARNr 23s (rrl), 16S (rrs) y 5S (rrf) separado por regiones intergénicas, y contiene
ademas genes para uno o mas ARN de transferencia (ARNt) (Rodicio y Mendoza
2004). El numero de copias del operdn ribosomal por genoma bacteriano varia
considerablemente, de 1 a 15, siendo relativamente constante a nivel de especie,

geénero e incluso familia (Klappenbach, et al. 2001).

El ARNr 16S es un polirribonucleétido de aproximadamente 1,500
nucleodtidos, codificado por el gen rrs, también denominado como ADN ribosomal
16S (ADNr 16S), a partir de cuyas secuencias se puede obtener informacion
filogenética y taxonomica. En la figura 6 se puede observar que, como cualquier
secuencia de nucleétidos de cadena sencilla, el ARNr se pliega en una estructura
secundaria, caracterizada por la presencia de segmentos de doble cadena,

alternando con regiones de cadena sencilla (Neefs, et al. 1990).
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Figura 6. Estructura secundaria del ARNr 16S de E. colii Lineas gruesas: dominios de
conservacion universal, lineas normales: dominios de conservacion intermedia y lineas punteadas

y sefaladas con flechas rojas: las 9 regiones hipervariables.

Las caracteristicas de los ARNr 16S por las cuadles han sido elegidos como reloj

molecular son las siguientes:

1. Es una molécula muy antigua, presente en todas las bacterias actuales.

2. Su estructura y funcidon han permanecido constantes durante un tiempo
muy prolongado, de modo que las alteraciones en la secuencia
probablemente reflejan cambios aleatorios.

3. Los cambios han ocurrido de manera suficientemente lenta, para aportar

informacion sobre las relaciones de todos los procariontes. Contienen
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suficiente variabilidad para diferenciar a los organismos mas alejados y
también a los mas préximos.

4. La conservacion en la estructura secundaria, puede servir de ayuda en las
comparaciones, aportando una base para el alineamiento preciso (Rodicio y
Mendoza, 2004).

Existen bases de datos en las que se encuentran depositadas todas las
secuencias de ADNr 16S obtenidas tanto de microorganismos cultivables como de
microorganismos no cultivados, resultado del analisis de secuencias ambientales
(figura 7). De ella, en la base de genes no redundantes del National Center for
Biotechnology Information (NCBI) se encuentran hasta noviembre de 2008, 43 657
registros de ADNr 16S totales y 37 619 registros de ADNr 16S bacterianos. Por
otro lado, la base de datos ribosomales (RDP) para octubre de 2008 tenia 706 103
registros de ARNT.

El concepto de especies procariontes ha evolucionado y hoy en dia involucra
una combinacion de métodos - también llamado taxonomia polifasica — para
diferenciar especies procariontes tanto en el contexto genético como en el
fenotipico. En términos de criterio genético, la taxonomia polifasica incluye, en
particular, la secuenciacién de la subunidad pequefa del ARN ribosomal e
hibridacién gendmica (Madigan, et al., 2008). La obtenciéon de la secuencia del
ADNr 16S es el primer paso para identificar o determinar la filiacién taxonémica de
un microorganismo. La secuencia, se compara contra las entradas de ADNr 16S
de alguna base de datos y de acuerdo a los resultados de salida, es posible tomar
una decision sobre la identidad del microorganismo o secuencia en cuestion. Los
otros criterios para definir una especie con base en el analisis de secuencias
dependen de varios factores: el tamafio de la secuencia de ADNr 16S (parcial o
completa) y el grado de identidad con la(s) secuencia(s) de referencia (Clarridge
[ll, 2004).

Se ha propuesto que un procarionte cuya secuencia de ADNr 16S difieren mas

de 3% de todos los otros organismos (menos de 97% de identidad con las otras
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secuencias de la base de datos) deben ser consideradas como una nueva
especie. El apoyo a esta propuesta emerge de la observacion de que de dos
secuencias de ADNr 16S bacteriano que poseen menos de 97% de identidad
tipicamente hibridan menos del 70% que es el valor minimo considerado como

evidencia de que dos organismos son la misma especie (Madigan, et al., 2008).
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Figura 7. Distribucién de las secuencias de ADNr 16S depositadas a lo largo de los ultimos
afos. Las X representan las clonas de ADNr 16S secuenciadas y los diamantes negros
representan las muestra analizadas por afo teniendo una tendencia de aumento exponencial con

en transcurrir del tiempo (Tringe y Hugenholtz, 2008).

Estos criterios permiten entonces tomar una decisién del tipo de primers mas
adecuado para realizar el analisis del ADNr 16S. Se ha reportado el uso de un par
de primers universales que permiten la amplificacion del gen completo
(aproximadamente 1500 pares de bases) y que ha sido utilizado para la
amplificacion de una gran variedad de ADNr 16S de cepas de referencia

(Weisburg, et al. 1991) y a partir de muestras metagenémicas (Escalante, et al.
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2001). Mientras que se ha reportado también el uso de un par de primers que
amplifican un fragmento de 1000 pares de bases correspondiente a las posiciones
500 a 1500 respecto a la secuencia de ADNr 16S de E. coli. En este caso, se
sefala que el amplicon obtenido corresponde a una regién que contiene el
extremo -3’ del ADNr 16S la cual es una region hipervariable, mientras que la
secuencia hacia el extremo -5’ es mas conservada. Este par de primers fue de
gran utilidad para la determinacién de los grupos dominantes en una muestra de

suelo (Borneman, et al. 1996).

Debido a que las estrategias de secuenciacidon son capaces de leer
solamente algunos cientos de nucleoétidos, la técnica desarrollada por Fred Sanger
en 1982 llamada shotgun sequense (Pop, 2004). Esta técnica consiste en
fragmentar azarosamente el ADN y clonar en el vector de eleccion dichos
fragmentos, se secuencian cada una de las clonas y se utilizan programas
computacionales para comparar los datos, y buscar sobrelapamientos en los
datos, de esta forma se arma una secuencia completa de gran tamarno (Staden,
1979),

La construccion y caracterizacién de bancos genomicos obtenidos a partir
de ADN aislado directamente de muestras ambientales es una herramienta
reciente y poderosa para el descubrimiento de nuevas enzimas de interés
biotecnolégico (p. ej. lipasas, esterasas, quitinasas, celulasas, y amilasas) (Gabor,
et al. 2004). En la tabla 2 se enlistan algunas de las aportaciones del analisis
metagenomico, el tamafo promedio de los bancos obtenidos, el tipo de vector

utilizado y la cantidad de ADN clonado en dichos bancos (Daniel, 2005).
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Tabla 2. Bancos construidos de ADN metagendmico de suelo y sus aportaciones (Daniel, 2005).

Origen Tipo de vector No. de clonas Tamaiio ADN total Genes de interés Afio de
promedio del (Gb) construccion
inserto (Kb)
Pradera, cultivos  Plasmido ~ 1,500,000 5-8 7.8 Utilizacion de 4- 1999
de cafia de hidroxibutirato, enzimas
azlcar lipoliticas y antiportadores
Suelo no BAC 3,648;24,576 27,445 1.19 Antimicrobianos, resistencia a 2000
cultivado antibioticos; ARNr 168,
varios biocatalizadores
No especificado No especificado Antimicrobianos 2000
No especificado Cosmido 700,000 No especificado 24.5 Antimicrobianos 2000
No especificado Césmido No No especificado Pigmentos 2001
especificado
Suelo no BAC 12,000 37 0.42 Antimicrobianos 2001
cultivado
No especificado Césmido No No especificado Acidos grasos enol esteres 2002
especificado
Suelo alcalino Plasmido 100,000 8-12 1.0 Proteasas 2002
Pastizales Fosmido 25,287 32.5-435 0.90 ARNr 16S 2002
Pastizales Fésmido 55,680 32.5-43.5 212 ARNr 168 de Acidobacterias 2003
Campo cultivable  Césmido 5,000 No especificado 0.18* Policetido sintasas, 2003
actividades diversas
Pradera, cultivos  Plasmido 583,000 443835 4.05 Formacion de carbonilos 2003
de cafia de 360,000
azucar, suelo 324,000
cultivable
Suelo arenoso y  Fosmido 100,000 30-40 3.50 Policetido sintasa 2004
arcilloso
Suelo boscoso Fésmido 33,700 35 1.18 Enzimas lipoliticas 2004
No especificado Césmido No No especificado - N-aciltirosinas de cadena 2004
especificado larga
Planicie arcillosa  Plasmido 200,000; 41;2.7,35;34 4.2 Resistencia a antibidticos 2004
con limo 58,000;
250,000;
650,000
Superficie Plasmido 30,000 35 0.1 Enzimas amiloliticas 2004
cubierta de
musgo
Campo agricola Plasmido 80,000 5.2 0.42 Amidasas 2004
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2.7 Aportaciones del analisis de metagenomas

El analisis funcional de bancos de ADN metagenémico ha permitido la
identificacion y obtencion de una gran diversidad de productos y actividades de
interés biotecnoldgico, entre los que se encuentran: antibiéticos nuevos
(turbomicinaB), lipasas y esterasas (capaces de sintetizar precursores de
importancia farmacéutica y agroquimica), quitinasa, proteinas de membrana,
genes involucrados en la sintesis de compuestos como el poli-hidroxibutirato
(polimero biodegradable), genes que codifican la ruta biosintética de vitaminas, el
descubrimiento de nuevas moléculas transductoras de energia, entre otros
productos. (Rondon, et al.2000; Handelsman, et al. 2002; Gillespie, et al. 2003;
Schloss, et al. 2003; Voget, et al. 2003; Brennan, et al. 2004; Keller y Zengler,
2004; Venter, et al. 2004). En la figura 8 se puede ver la diversidad estructural de
los metabolitos aislados mediante las aproximaciones metagendmicas, los cuales
poseen actividades como antibidticos contra diferentes microorganismos segun

estudios reportados (Handelsman, 2004).

En un estudio realizado por Smit y colaboradores en 2001, revela que la
diversidad que puede encontrarse en bacterias cultivables es menor que la que se
encuentra por métodos moleculares no dependientes de cultivo. Los analisis
comparativos de metagenomas en el contexto de referencias disponibles de
genomas aislados pueden potencialmente revelar patrones a gran escala de
interacciones bioquimicas y correlaciones habitat-especificos en el ambiente del
hospedero que pueden perderse de otra manera. Estudios de microbiomas
ambientales, como las biocapas de los drenajes de minas acidas y muestras del
mar de los Sargazos asi como estudios de los microbiomas humanos, tales como
la microbiota intestinal, son ejemplos de un area en rapida expansion de las

aplicaciones del analisis de metagenomas (Markowitz, et al. 2006).
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3. Justificacion, hipotesis y objetivos

Justificacion

La creacion de bancos metagendmicos permite acceder a la diversidad genémica
de microorganismos de un ambiente determinado (en este caso del suelo),
incluyendo aquellos que no son cultivados. Dentro de las lineas de investigacion
que se siguen en nuestro laboratorio, esta la de sobreproducir metabolitos
aromaticos. Debido a lo anterior, la creacién y caracterizacién de un banco
metagendmico, podra contribuir en el avance del conocimiento de la diversidad
microbiana del suelo y por lo tanto sera de utilidad en la busqueda de nuevos

genes de interés para los fines que son necesarios en ésta area de trabajo.

Hipotesis
El analisis metagendmico de una muestra de suelo, permitira abundar en el
conocimiento de la diversidad microbiana y metabdlica de microorganismos

cultivados y no cultivados.

Objetivo general
Generar un banco metagenomico del suelo y analizar la diversidad bacteriana

genética y metabdlica presente.

Objetivos particulares
e Extraer ADN metagendmico a partir de una muestra de suelo.
¢ Analizar la diversidad bacteriana presente por secuenciacion de ADNr 16S.
e Construir un banco metagenémico de una muestra de suelo.

e Analizar la diversidad genética y metabdlica del banco.
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4. Materiales y métodos

En la tabla 3 se enlistan los plasmidos y la cepa utilizada en este trabajo.

Tabla 3 Cepas y plasmidos utilizados en este trabajo.

Cepa Caracteristicas Referencia
E.coli TOP10 recA- Invitrogen
Plasmido

pJET1.2/Blunt Permite clonar productos Blunt o con tratamiento especial Fermentas

puede generar extremos adhesivos,
PTOPO Blunt Permite la clonacion de productos de PCR con la Invitrogen
seleccion directa de recombinantes por la interupcion del

gen letal ccdB. Tiene el gen kan (KmR)

4.1 Toma de muestra para extraer ADN metagendmico de suelo

El corredor biolégico Chichinautzin presenta una variedad de unidades
edafologicas a lo largo y ancho del area que cubre. Principalmente en la zona
donde fue tomada la muestra se presume que prevalecen el andosol y litosol,
derivados de cenizas volcanicas y que poseen alto contenido de humedad (INEGI,
1978). El corredor representa varios tipos de vegetacion tales como los bosques
de pino con una altura promedio del dosel de 20-30 m, bosques de oyamel con
alturas promedio del dosel de 30-40m, los bosques de encino con una altura
promedio de 20m, y los pastizales con una altura promedio de 50 cm, entre otros

tipos de vegetacion.

El corredor biolégico es un area de gran biodiversidad, asi como también un
centro de endemismos, existen especies como el conejo zacatuche, el ajolote de
Zempoala, raton de los volcanes, gallina de monte, el gorridon serrano zacatero, en
peligro de extincion y la vibora de cascabel, alrededor de 132 especies de

mariposas y 47 especies de libélulas.

Se tomd una muestra de alrededor de 500g de suelo del corredor bioldgico
Chichinautzin, en un punto aledafio al Instituto de Biotecnologia de la UNAM

donde hay escasa perturbacibn humana con las siguientes coordenadas
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18°54°04.89”N, 99°13’'57.07°0O para extraer ADN metagendmico, la muestra se
extrajo a una profundidad no mayor a 10 cm con una pala de jardin y se almacend
a4°C.

4.2 Extraccion de ADN metagenémico

Para extraer el ADN metagendmico de una muestra de suelo se utilizaron dos
métodos distintos:

1) Método de lisis directa: Se utilizé un método basado en extraccion directa

(Rondon, et al. 2000). Se resuspendieron 5 g de suelo en 10 mL de buffer
de extraccion a pH 8.05 (Tris HCI 100mM, EDTA 100mM, KoHPO4 100mM,
NaCl 15M). Para homogeneizar la muestra, se incubd a TA (Temperatura
ambiente) durante 2 horas a maxima velocidad de agitacion en plataforma.
Se centrifugdé a 1000xg por 10 min a TA en una centrifuga Sorvall Mach 1.6, se
recuperd el sobrenadante y se le adicion6é 100 yL de lisozima para romper la
pared celular. Se incubd 2 horas a 56°C, se adicion6 un volumen de cloroformo
y se agité 30 seg. en vortex a maxima velocidad, se centrifugd a 5000 rpm
durante 5 min. para recuperar la fase acuosa. Al sobrenadante se le adicioné
un volumen de isopropanol, se incubd 1 hora a TA y se centrifugé a 12000xg
por 20 min se recupero la pastilla y se lavé con un volumen de etanol frio al
70%, se centrifugdé a 12000xg por 20 min y se resuspendié en 500 pyL de agua

estéril.

El ADN que se obtiene directamente de la extraccion contiene gran cantidad de
compuestos humicos que lo contaminan, la separacién de estos compuestos
se hizo por electroforesis en gel de agarosa al 1.2%, en una camara horizontal
Modelo #MGU-200T de C.B.S. Scientific Co. a 20V por 12 horas, se cortd la
fraccion de la agarosa donde se encontraba el ADN cromosomal de suelo
(banda) y se purificé a partir del gel con el Kit Rapid Gel Extraction System de
Marligen, una vez limpio se concentrd con el Kit DNA Clean & Concentrator de

Zymo Research.
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2) Por Kit de extraccion: Se utilizd el Power Soil DNA Isolation Kit de

laboratorios Mobio siguiendo las especificaciones del fabricante, donde por

cada columna de extraccion se utilizan 0.25 g de suelo y se obtiene ADN de

buena calidad (integro y sin rastro de degradacion), el kit permite aislar

ADN a partir de una muestra de suelo cualquiera, contiene agentes que

permiten separar los compuestos humicos y de esta manera obtener ADN

perfectamente limpio (www.mobio.com).

El kit se basa en una homogenizacién rapida de la muestra de suelo mediante la

agitacion en tubos que contienen particulas para mejor mezclado. La lisis celular

se lleva a cabo fisica y quimicamente. EI ADN se captura en una membrana de

silica que se encuentra en una columna de la cual sera recuperado. En la tabla 4

se enlistan los pasos de la extracciéon de ADN del método directo e indirecto y sus

diferencias entre ellas.

Tabla 4 Tabla comparativa de los métodos de extraccion de ADN.

Proceso

Extraccion

directa

Caracteristica

Extraccion por kit

Caracteristica

Homogenizacion

Por agitacion

Lenta

Por agitacion

Rapida

Lisis Fisica y | Menos vigorosa | Fisica y quimica Mas vigorosa
enzimatica
Extraccion Con Cloroformo | Menos eficiente ||Por  inmovilizacion | Mas eficiente

Por centrifugacion

en una membrana

de silica.

Recuperacion  del | Precipitacién con | Se obtiene ADN | Elusion del ADN de | Se obtiene
ADN isopropanol contaminado conjluna membrana de [ADN limpio
compuestos silica
humicos
Purificacion Por gel de No es necesaria
agarosa
rendimiento Bajo Alto
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4.3 Amplificacion de los ADNr 16S por PCR

El ADN metagenomico extraido mediante la técnica de lisis directa se utilizd6 como
templado para amplificar por PCR los ADNr 16S bacterianos presentes en la
muestra en un termociclador (Perkin Elmer modelo 9600). Para este fin se
utilizaron primers universales para ADNr 16S de eubacterias (Fw Eu530: 5'-
TGACTGACTGAGTGCCAGCAGCCGCGG-3 y R Eu1440: 5-
TGACTGACTGAGGCTACCTTGTTACGACTT-3’) (Borneman, et al. 1996), los
cuales amplifican un fragmento de aproximadamente 1000 pb a partir de la base
500 de la secuencia de ADNr 16S. Las condiciones de amplificacion fueron las
siguientes: 1 ciclo de desnaturalizacion a 95°C durante 10 min., 30 ciclos de
amplificacion: 95°C durante 1 min., 42°C durante 1 min. y 72°C durante 1.5 min. y
un ciclo de elongacion de 72°C durante 5 min. Se verificd la presencia del
producto esperado en un gel de agarosa 1.2% En la tabla 5 se muestra la mezcla
de reaccion utilizada y cada uno de los componentes para las PCR que se llevaron

a un volumen final de 50pL.

Tabla 5. Mezcla de reaccion de la PCR para amplificar ADNr 16S

ADN metagendmico de suelo 40pg/ul 0.8 ng
dNTP’s 10mM 0.2 mM
Primer Rv Eu1440 0.5 uM
Primer Fw Eu530 0.5 uM
Buffer TermoPol 1X

Vent DNA Polimerasa (Fermentas) 1 Ul

Agua MQ 41.5uL

4.4 Clonacion del producto de PCR

El producto de PCR obtenido se concentré y purificé con el Pure Link PCR

purification kit de Invitrogen. Una vez purificado, se tomo una alicuota y se clond
con el kit TOPO Blunt de Invitrogen para clonacién de productos de PCR con las
especificaciones del fabricante. Se transformaron en 50 pL de células

electrocompetentes de la cepa E. coli TOP10 incluidas en el kit. Las células se

30



recuperaron durante 1 hora/37°C en medio SOC, se sembraron en cajas con

medio LB Km* y se incubaron 12 horas a 37°C.

4.5 Ildentificacion de clonas positivas con ADNr 16S

Con la finalidad de identificar 100 clonas positivas, fue necesario crecer en medio
LB Km® 312 colonias tomadas al azar y se realizaron extracciones de plasmido
por lisis alcalina. El plasmido obtenido fue digerido con la enzima EcoRI durante 2
horas a 37°C. Para verificar el tamafo del inserto se observaron las digestiones

en gel de agarosa al 1.2%.

A partir de los plasmidos obtenidos que se usaron como templado, se amplificd
nuevamente por PCR al ADNr 16S y se verifico el producto en gel de agarosa al
1.2%. Para conocer la diversidad presente los ADNr 16S amplificados, estos se
sometieron a un ARDRA (Amplified rDNA Restriction Analysis) con la enzima
Haelll, las reacciones se incubaron durante 2 horas a 37°C. Para observar los
patrones de restriccion se realizé una electroforesis de las muestras en un gel de

agarosa al 2.5%.

4.6 Analisis de la diversidad de secuencias ADNr 16S presentes

Secuenciacion de las clonas uUnicas

Las clonas que presentaron un patron de restriccidn unico se secuenciaron por el
método Taq FS Dye Terminator Cycle Sequencing Fuorescence-Based
Sequencing. Perkin Elmer/Applied Biosystems Modelo 3730, en la unidad de
secuencia del Instituto de Biotecnologia de la UNAM. Para secuenciar se utilizo el
producto de PCR a concentraciones entre 500 y 700 ng, el primer utilizado fue Fw

Eu530, a una concentracion de 10 pmol para cada clona.

Blsqueda de identidad de las secuencias de ADNr 16S

Las secuencias obtenidas tuvieron un tamafo promedio de 750 nucledtidos,
aquellas que pertenecen a las clonas unicas, se compararon con las depositadas

en la base de datos de secuencias de nucledtidos no redundante del GeneBank
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mediante el programa Blast, utilizando las herramientas en linea de la pagina del

National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para

conocer su identidad.

Se realiz6 un alineamiento multiple con cada una de las secuencias unicas
obtenidas del metagenoma de suelo con secuencias depositadas en el GeneBank,
elegidas al azar y las que resultaron con alta identidad en nuestro estudio para dar
soporte al analisis. Esto se llevd a cabo con las herramientas de Clustal W
(Thompson, et al. 1994), a partir del programa BioEdit. 1)se introdujeron las
secuencias al Programa BioEdit) se hizo un alineamiento de todas las secuencias
en ClustalW, 3) las secuencias alineadas se utilizan para construir un arbol en el
paquete PHYLIP.

Para construir un arbol filogenético con las secuencias antes mencionadas, se
utilizé el paquete computacional para analisis filogenéticos PHYLIP 3.67
(Phylogenetic Interference Package, Felsenstein 1989). Incluyé las siguientes
operaciones 1)BOOTSTRAP con 100 réplicas, 2) se obtuvo una matriz de
distancia en DNADIST y 3)la construccién de un arbol filogenético con el programa
NEIGHBOR. El arbol que se obtuvo se enraizé a una Arqueobacteria (Sulfolobus

acidocaldarius) y fue visualizado con el programa MEGA.

4.7 Construccion del banco metagenémico

Para la construccion del banco se utilizé el ADN extraido mediante kit, en primer
lugar se realizaron digestiones parciales del ADN metagendémico con la enzima
Smal para obtener fragmentos flanqueados por extremos rasos y de un tamafo
deseado para clonar en el vector de eleccion. En la tabla 6 se muestran las
mezclas de reaccion de las digestiones. La reaccion se incubo a 37°C durante 15
min. y se inactivd 20 min. a 60°C. La enzima Smal produce extremos rasos que
son necesarios para ligar en el vector de eleccion. La reaccion fue purificada de la
siguiente forma: se agregd un volumen de la mezcla de cloroformo:alcohol

isoamilico (24:1), recuperandose la fase acuosa, la cual se precipitd con acetato
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de sodio y se lavo con etanol. Finalmente se resuspendioé en 50 uL de agua estéril
y se verificd la concentracién en gel de agarosa 1.2%, donde se obtuvo que una

concentracion final del ADN de 23.6 ng/ul.

Tabla 6. Reaccioén de digestion parcial de ADN metagendmico de suelo

ADN metagendmico de suelo 76 pL
Buffer 4 Biolabs 10X 10 pL
Smal (Biolabs) 10uL
Agua estéril 4 uL
Volumen final 100 puL

Para la construccidén del banco metagendmico se probaron dos condiciones para
verificar cual de ellas era la mejor, que lograra capturar la mayor cantidad de ADN
y generar el mayor numero de colonias. Los fragmentos de ADN obtenidos de la
digestion fueron de 10 Kb y 5 Kb. Se eligieron de este tamafio debido a que de
esta manera se aumenta la probabilidad de clonar genes completos e incluso
operones. La reaccién de ligacién del inserto y el plasmido pJET1.2 de Fermentas
se realiz6 como se muestra en la tabla 7, la relacién de inserto - vector es de 3:1y
se incub6 a 22° durante 30 min, como especifica el fabricante

(www.fermentas.com/reviewer).

Tabla 7. Mezcla de reaccion de ligacion de ADN metagendmico de suelo y el vector de clonacion
de productos de PCR p JET1.2

ADN digerido 8 uL
Buffer 5X 4uL
pJET 1.2 1uL
Ligasa 1ul
Agua estéril 6uL
Volumen final 20pL

Las ligaciones fueron purificadas por medio del Pure Link PCR purification kit de
Invitrogen, se concentrd por evaporacion y resuspendié en 20 uL de agua estéril.

Se transformaron 2.5 uL de la ligacibn por cada tubo de células
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electrocompetentes de la cepa E. coli TOP10 por electroporacion, estas células

se recuperaron en 250 uL de medio rico SOC durante 1 hora a 300 rpm y 37°C.

Las colonias resultantes fueron evaluadas para determinar la presencia de
insertos por digestion de los plasmidos extraidos por lisis alcalina. Finalmente, el
total de la ligacién (20 pL) fue utilizado para inocular un cultivo de 100 mL en
medio LB Ap?® para realizar una extraccién masiva de plasmido con el inserto
metagendmico y mantener el banco en glicerol a —70°C y mantener asi el banco

denominado pJET/ MS (plasmido/Metagenoma de Suelo).

4.8 Analisis y caracterizacion del banco metagenémico

De las colonias crecidas se recuperaron 10 al azar para la extraccion de plasmido
verificando la presencia y tamafio de los insertos con digestiones con la enzima
Bglll como se muestra en la tabla 8. Estas reacciones se incubaron 2 horas a
37°C, y se analizaron en gel de agarosa al 1%. Algunas reacciones de digestion
presentaron mas de una banda correspondiente al inserto. El tamafio promedio del

inserto se calculé haciendo la suma de los insertos para cada una de las colonias.

Tabla 8. Mezcla de reaccion de digestion del pJET1.2/ MSCL 1-10 (Metagenoma de suelo Clona 1-
10)

pJET1.2/ MSCL 1-10 5uL
Buffer 3 Biolabs 2uL
Bglll Fermentas 0.5uL
Agua estéril 12.5uL
Volumen final 20 uL

Las 10 clonas fueron digeridas con la enzima Haelll para determinar aquellas que

presentaran patrones unicos de restriccion.

Secuenciacion de clonas unicas:

Para secuenciar los insertos se utilizé la estrategia de primer walking, que consiste

en secuenciar un fragmento inicial utilizando primers correspondientes a una
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secuencia conocida p.ej. los extremos del vector. Al obtener la secuencia de éste
se disefa un segundo primer al tomar como referencia la ultima seccion de la
primer secuencia obtenida den ambos sentidos (Fw y Rv) y asi sucesivamente
hasta completar el inserto (Shyamala y Ames, 1989). En la figura 9 se muestra

esquematicamente la estrategia de secuenciacion conocida como primer walking.

Inserto inespecifico

!

Primer 1 Primer 1

Inserto inespecifico

ATGCGTAGTCACTGATS l { COCCTAGTCACTGATG
Secuenciacion 1 Fw Secuenciaciéon 1 Rv
Primer 2 Primer 2
I
- Inserto inespecifico __-
CGTAGTCCACTGATGCC AGTCCACTGATGCCG
__________ .> 4____________
Secuenciacion 2 Fw Secuenciacion 2 Rv
Primer 3 l Primer 3
I I
C?T_A?I(ZC_A?T_G_/‘\\I@EEGTAGTCACTGATG
4 _____________

Secuenciaciéon 3Fw y 3Rv

|

Ensamblaje de la secuencia con herramientas bioinformaticas

Figura 9. Estrategia de secuenciacién para insertos o fragmentos inespecificos, primer walking.

Analisis de secuencias

El analisis secuencias se realizé utilizando las herramientas bioinformaticas
incluidas en el programa BioEdit: 1)Se introdujeron las secuencias en el programa,
2)se obtuvo la secuencia complementaria reversa y fue la secuencia que se utilizd
en el programa BLAST del NCBI para conocer la identidad de las clonas obtenidas

en el banco.

35



5 Resultados

5.1 Extraccion del ADN metagenémico

El proceso de extraccion y purificacion por lisis directa permitié obtener ADN que
se encuentra en solucion contaminado con compuestos humicos (Figura 10).
Después de la eliminacion de éstos compuestos, se concentr6 el ADN,
obteniéndose Unicamente 6.4 ug a partir de 5 g de suelo (rendimiento de 1.28 ug
de ADN / gr suelo). (Figura 11).

Figura 10. Imagen del ADN extraido. a) Muestra la forma en que se ve el ADN en solucién con
los compuestos humicos en el gel de agarosa, b) El tubo oscuro contiene la mezcla de ADN con
compuestos humicos (asi se obtiene de la extraccién directa) y el tubo claro contiene al ADN

purificado de compuestos humicos mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.5%.

Utilizando el kit Power Soil DNA isolation también se obtuvo ADN de buena
calidad y en buena concentracién como se muestra en la figura 10. A partir de
0.25 gramos de suelo se obtuvieron 1.5 ug de ADN. El analisis por electroforesis
en gel de agarosa de ambas muestras de ADN permitié observar una buena

calidad (no degradado).

La extraccion con el Power Soil DNA isolation kit es muy rapida, caracteristica que

puede considerarse como una gran ventaja. Ademas, el ADN se extrae de una
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cantidad muy pequefia de suelo lo cual podria ser una ventaja asi como una

desventaja, esto se discutira mas adelante.

n Pb
10000 . - —
23100
2000
G500
4300 1000
2000
00
250

Figura 11. Electroforésis del ADN metagenémico extraido. a)Mediante método manual. b) ADN

obtenido mediante el kit de extracciéon

5.2 Analisis de diversidad de secuencias de ADNr 16S

La amplificacion de los ADNr 16S a partir del ADN metagendémico de suelo

extraido por el método de lisis directa, permitio la obtencion de un producto de
PCR de aproximadamente 1000 pb, correspondiente al tamafo esperado para el
producto con estos primers. Después de la clonacion de los ADNr 16S
amplificados y de transformar a la cepa de E. coli TOP 10 se obtuvieron 826
colonias, a partir de las cuales se analizaron por extracciones de plasmido por lisis
alcalina 325 colonias al azar que fueron necesarias para obtener un total de 100
clonas positivas, lo que significa que solo la tercera parte del total poseen el
inserto (indicador de la eficiencia del kit de clonacién para productos de PCR
TOPO Blunt).

De las 100 colonias obtenidas y sometidas al analisis por ARDRA, se obtuvieron

52 patrones de restriccién unicos (algunos de los cuales se muestran en la figura
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12), lo cual hace suponer que existe una diversidad bacteriana importante en la

muestra de suelo analizada.

La secuenciacion del ADNr 16S se realizé con el primer Fw Eu530 iniciando por el
extremo 5 y se obtuvieron secuencias de alrededor de 750 pares de bases
excluyendo la fraccién que corresponde a la regién hipervariable y por lo tanto se
obtuvo una secuencia de fragmentos conservados (Borneman, et al., 1996).
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Figura 12, Se muestran algunas de las digestiones que producen diferentes patrones de

restriccion, para esta electroforesis se utilizé un marcador ladder 100 pares de bases de fermentas

En la grafica de la figura 13 se muestra la composicién genotipica de la muestra
de suelo analizada con base en el analisis de ARDRA. Para construir esta grafica
de abundancia genética del analisis por ARDRA los datos que se registraron son
los siguientes: la clona E. coli MM.1.15 corresponde al 11%, la clona BNC X,
57%, la clona Escherichia coli BE33, Methylobacterium, Acidovorax, Leuconostoc

pseudomesenteroides y Sphingomonadaceae 1% respectivamente. Las clonas sin

38



similitud significativa representan 17%, las identificadas como Proteobacterias no

cultivadas 5%, la clona Adhaeribacter aquaticus 3% y Acidobacteria 2%.

Sin similitud significativa ]

Sphingomonadaceae NC
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Escherichia coli MM.1.15 | ]
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Tipos de ARDRA tnicos

Escherichia coli BE33
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Porcentaje de clonas unicas

Figura 13. Grafica de abundancia genética de los andlisis ARDRA. Aquellas sin similitud
significativa son las que en el estudio se identificaron con los numeros 33, 48, 106, 140, 152, 171,
228, 240, 243, 284 y 296, las de la familia Sphingomonadaceae y es un organismo no cultivado
que se identific6 con el nuamero de clona 282, la clona identificada con Leuconostoc
pseudomesenteroides corresponde al numero 254, Acidovorax se identificd con la clona 128, las
Proteobacterias no cultivadas corresponden a las clonas 280, 290, 291, un tipo Unico que se
identific6 con Methylobacterium es 301, Adhaeribacter aquaticus se identificod con tipo ARDRA
Unico 297 que esta representado 3 veces en la poblacién, las Acidobacterias se identificaron como
clonas 39 y 281, las bacterias no cultivadas (BNC) pertenecen a las clonas 2, 35, 68, 72, 74, 86,
93, 172, 180, 201, 202, 264, 279, 283, 285, 286, 287, 288, 289, 293, 294, 295, 298, 299, 300 y 302,
de los cuales algunos estan representados en mas de una ocasion. Escherichia coli MM.1.15 se
identificé en cuatro ocasiones con los numeros 50, 100, 193 y 195 y la cepa Escherichia coli BE33

con el tipo unico 30.

Identificacion de las clonas Unicas

De los 52 perfiles de clonas unicas que se analizaron en la base de datos de
secuencias nucleotidicas no redundantes del NCBI, 26 secuencias presentaron el
mayor porcentaje de similitud con microorganismos no cultivados, 6 tienen

identidad con microorganismos que poseen representantes cultivados
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(Sphingomonadaceae, a-Proteobacterias, (B-Proteobacterias, Acidothermaceae y
Acidobacteria), 5 secuencias que presentaban entre 98 y 99% de similitud con
diversas cepas de E. coli (cepa MM.1.15y E. coli BE 33), 1 coincidié en 93% con
Leuconostoc mesenteroides, 1 de ellas coincidi6 en 97% con Adhaeribacter
aquaticus, 1 de ellas tuvo similitud de 85% con Methylobacterium sp., 1 tuvo
similitud de 93% con Acidovorax, para 11 tipos unicos ARDRA no se encontro
similitud significativa, aunque algunos de ellos estan representados mas de una
vez en la poblacion. Cabe mencionar que este analisis se hizo utilizando un
fragmento de los ADNr 16S de aproximadamente 750 bases iniciando a partir de

la posicion 500 del gen.
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Tabla 9 Clonas obtenidas del metagenoma de suelo y las secuencias que presentaron mayor

identidad depositadas en el GenBank (BNC: bacteria no cultivada, S: suelo, P: Proteobacteria).

Clona Identidad No.de % de similitud No. de acceso
clonas con la secuencia GenBank
mas relacionada
en GenBank
2 BNC clona FCPS411 gen ribosomal 16S 4 96% EF516709.1
30  Escherichia coli cepa BE33 gen ribosomal 16S 1 57% EF560782.1
33 No se encontrd similitud significativa. 1
35  BNC clona S22-33 gen ribosomal 16S 5 98% EU669630.1
39  Acidobacteria NC clone FOAGEuUb99 subunidad pequefia del ARN 1 98% EF040888.2
ribosomal
48  No se encontr6 similitud significativa 2
50  Escherichia coli cepa MM.1.15 gen ribosomal 16S, secuencia parcial 4 99% EF550554.1
68  BNC clona RP_1aaa03h10 16S gen ribosomal 16S, secuencia parcial 2 99% EU470687.1
72 BNC clona RPSD_1aaa01d10 gen ribosomal 16S, secuencia parcial 2 97% EU472816.1
74 BNC clona Elev_16S_1270 gen ribosomal 16S, secuencia parcial 4 96% EF019903.1
86  BNC clona FCPN449 gen ribosomal 16S, secuencia completa 3 89% EF515878.1
93  BNC clona RP_1aaa03h10 gen ribosomal 16S, secuencia parcial 2 98% EU470687.1
100  Escherichia coli cepaMM.1.15 gen ribosomal 16S, secuencia parcial 4 98% EF550554.1
106  No se encontro similitud significativa 1
128  Acidovorax sp. JS42, genoma completo 1 93% CP000539.1
140  No se encontrd similitud significativa 3
152 No se encontré similitud significativa 1
171 No se encontro similitud significativa 1
172 BNC clona FCPO549 gen ribosomal 16S, secuencia completa 4 95% EF516035.1
180  BNC clona AFEL3_aa014b07 gen ribosomal 16S, secuencia parcial 2 98% EU465922.1
193  Escherichia coli cepa MM.1.15 gen ribosomal 16S, secuencia parcial 2 99% EF550554.1
195  Escherichia coli cepa MM.1.15 gen ribosomal 16S, secuencia parcial 1 98% EF550554.1
201 BNCS clona Z009 gen ribosomal 16S, secuencia parcial 1 92% EU151840.1
202  BNC clona RP_3aaa04f05 gen ribosomal 16S, secuencia parcial 2 99% EU778511.1
228  No se encontr¢ similitud significativa 4
240  No se encontro similitud significativa 2
243 No se encontro similitud significativa 3
254 Leuconostoc pseudomesenteroides gen ARN r 16S 1 93% AB326299.1
264  BNC clona 11A-10 gen ribosomal 16S, secuencia parcial 1 96% DQ906875.1
279  BNC clona WHEATSIP-EL87 gen ribosomal 16S, secuencia parcial 3 98% EF066600.1
280  Beta proteobacteria no cultivada clona OS-C14 gen ribosomal 16S, 2 97% EF612410.1
secuencia parcial
281 Acidothermaceae NC clona Amb_16S_1471 gen ribosomal 16S, 1 99% EF018957.1
secuencia parcial
282  Sphingomonadaceae NC clona Amb_16S_1187 gen ribosomal 16S, 1 97% EF018731.1
secuencia parcial
283  BNC clona FCPO549 gen ribosomal 16S, secuencia completa 4 98% EF516035.1
284 No se encontro similitud significativa 1
285  BNC gen ribosomal 16S, secuencia parcial, clona B1_36R 4 98% AM157280.1
286  BNC clona DCN-I-22 gen ribosomal 16S, secuencia parcial 1 98% DQ660846.1
287  BNC clona AKAU3874 gen ribosomal 16S, secuencia parcial 1 98% DQ125760.1
288  BNC gen ribosomal 16S, clona JG35+U3-JT12 1 98% AMO084890.1
289  BNC clona FFCH572 gen ribosomal 16S, secuencia parcial 1 89% EU132428.1
290 PBNC Elev_16S_1557 gen ribosomal 16S 1 88% EF020136.1
291 APBNC clona BDC2_D06 gen ribosomal 16S, secuencia parcial 2 97% AY690263.1
293  BNC clona FFCH4996 gen ribosomal 16S, secuencia parcial 2 97% EU134062.1
294 BNC clona FFCH12324 gen ribosomal 16S, secuencia parcial 1 96% EU133825.1
295  BNC clona 342B gen ribosomal 16S, secuencia parcial 1 94% AY571850.1
296  No se encontro similitud significativa 1
297  Adhaeribacter aquaticus gen ribosomal 16S, cepa tipo MBRG1.5 3 97% AJ626894.2
298  BNCS clona F4-04 gen ribosomal 16S, secuencia parcial 1 91% EU025069.1
299  BNC clona FFCH10554 gen ribosomal 16S, secuencia parcial 1 99% EU133813.1
300 BNC clona A15 gen ribosomal 16S, secuencia parcial 1 98% EF589982.2
301 Methylobacterium sp. 4-46, genoma completo 1 85% CP000943.1
302 BNC gen ribosomal 16S, secuencia parcial, clona: BS054 1 97% AB240240.1
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Calculo de la diversidad de diversidad H para la muestra de suelo

Los resultados de la identidad obtenida para las secuencias de las clonas
analizadas, fueron utilizados para construir un arbol filogenético y poder observar
esquematicamente la distancia que existe entre nuestras secuencias vy las de
referencia del NCBI. La mayoria de secuencias de ADNr 16S obtenidas a partir de
la muestra de suelo analizada 50% estan relacionadas con el grupo de las
Proteobacterias y comprende tanto alas a, B, y, 8 y €, siendo mayoritario el grupo
de las a; 24% estan agrupadas como bacterias no cultivadas, (BNC); 2%, fueron
identificadas como Acidobacterias y una minoria mantienen parentesco con

mcroorganismos Gram-positivos 9% (Figura 14).

A partir de los datos de identidad obtenidos para las clonas analizadas y con la
finalidad de comparar la diversidad genotipica de la muestra analizada se
determind el indice de diversidad Shannon-Weaver (H’) y el valor de equidad
(Evenness, E). Existen diferentes indices de diversidad reportados en la literatura
como el de Simpson D, la H de Brillouin de los cuales, uno de los mas reportados
es el indice H* (Borneman, et al. 1996; Escalante, et al. 2001; Martin, 2002; Baek,
et al. 2007) El indice H’ se calcul6 de acuerdo a la siguiente expresion:

H’ =-S(pi) x Ln (pi) donde:

ni = # de individuos de la especie.

N = # total de individuos de todas las especies.
S = # total de especies (riqueza).

pi= ni/N

El valor de E se calcul6 de acuerdo a la siguiente expresion:
E=H’ /Hmax donde:
Hmax= InS

El valor de H’ (1.42) y el valor de E (0.59), se compararon con valores reportados

para otros estudios de diversidad basados en el analisis de secuencias de ADNr
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16S amplificadas a partir de muestras de suelos y/o sedimentos. El valor obtenido

en este trabajo indica la diversidad detectada (Tabla 10).

Tabla 10. indice de diversidad H' y E de la muestra de suelo analizada y comparacién con otros

valores reportados en la literatura.

Valor de H’ (indice de Shannon Weaver)

Aislado Numero pi H
Escherichia coli BE33 1 0.01 -0.046052
Escherichia coli MM.1.15 11 0.11 -0.2428
BNC clona X 57 0.57 -0.320408
Acidobacteria NC 2 0.02 -0.07824
Adhaeribacter aquaticus 3 0.03 -0.105197
Methylobacterium 1 0.01 -0.046052
Proteobacterias NC 5 0.05 -0.149787
Acidovorax 1 0.01 -0.046052
Leuconostoc pseudomesenteroides 1 0.01 -0.046052
Sphingomonadaceae NC 1 0.01 -0.046052
Sin similitud significativa 17 0.17 -0.301233
Total 100
indice de Shannon (H’) = 1.427923
Equidad (Evenes=E) 0.59549
Algunos valores de Ey H ‘ reportados
Muestra analizada H’ E Referencia
Suelo agricola para cultivo de trigo 1.34 0.98 Smit, et al. 2001.
Suelo de pastizales mejorados 2.04 NR Martin, 2002.
Suelo de pastizales no mejorado 2.01 NR Martin, 2002.
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Figura 14 Arbol filognético construido con el paquete PHYLIP 3.67 de las secuencias parciales de
ADNr 16S de la muestra de suelo que se nombran Unicamente por su numero, las que poseen el
numero de acceso, son las secuencias de referencia del NCBI y las que se identifican por nombre
fueron introducidas también como referencia para dar soporte a la topologia del arbol. El arbol fue
visualizado y editado con el programa MEGA. Las ramas que estan marcadas en color azul
pertenecen a microorganismos “identificados” como no cultivados, en café se muestran las clonas
identificadas con E. coli y probables emparentadas entre ellas(que pertenecen también a las
proteobacterias), en amarillo se muestran las proteobacterias, la que se encuentra en el extremo
superior es Sulfolobus acidocaldarius una arqueobacteria utilizada para enraizar el arbol, en rojo se
muestran las bacterias Gram positivas y las lineas punteadas pertenecen a las clonas que no

poseen similitud significativa con las depositadas en el NCBI.

5.3 Construccion del banco metagendmico

Clonacion del ADN metagendmico

Para la construccién del banco metagendémico se probaron dos condiciones para

verificar cual era la mejor de ellas que lograra capturar la mayor cantidad de ADN.

1) Se parti6 de 505ng ADN de un tamafo de alrededor de 10Kb obteniéndose
85,552 Unidades Formadoras de Colonias (UFC)

2) Para ADN de tamano aproximado de 5 Kb a partir de 252 ng se obtuvieron
14,496 UFC. Se decidi6é que la prueba 1 sea tomada como la mejor condicion ya
que se obtuvieron considerablemente mas colonias, lo cual permite incrementar el

tamano del banco.

Para fines practicos se consideré un tamafio promedio de 5 Kb (debido a la baja
resolucion de los geles de agarosa en el que se verificd el tamafio) para los
insertos analizados.

1) por 2.5 pL de reaccion de ligacidén se obtuvieron 10 944 UFC

2) El volumen final de la reaccion de ligacion fue de 20 pL (ya que se hicieron 8

ligaciones de 2.5 pL)
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3) Por 20 uL de reaccion de ligacion se obtuvieron 87 552 UFC totales, si se
considera un tamafio promedio de 5 Kb para el genoma de E. coli, entonces el
banco obtenido equivale a:

5 Kb (tamafio promedio de inserto) X 87 552 (UFC totales) = 437 760 Kb
437 760 Kb totales/ 5000 Kb genoma promedio = 87.55 genomas
lo que equivale a 0.43 Gb de ADN.

5.4 Analisis y caracterizacién del banco metagenémico

En la figura 15 se presentan las digestiones correspondientes a las dos pruebas
de clonacion para la construccion del banco, éstas digestiones se realizaron con la
enzima Bglll para determinar la presencia de insertos en las clonas elegidas. Para
hacer la caracterizacion, se eligi6 como un buen banco el construido con
fragmentos de 10 Kb, ya que al poseer insertos de mayor tamafo la probabilidad
de haber capturado genes o incluso pequenos operones o vias metabdlicas

pequefas aumenta.

3K

« > 10K

Figura 15 Digestiones de 10 clonas tomadas al azar de cada una de las trasformaciones para

determinar la eficiencia de ligacion y transformacion. El corchete que marca 5Kb corresponde a la
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digestion de los inserto de ese tamafio, el que marca 10Kb corresponde a la digestion de insertos
de ese tamano y la marca de 3K en ambos casos indica el tamafio del vector.

El analisis de restriccion de las minipreps de las clonas MSCL1-10 (Metagenoma
de suelo clonas 1-10), permitio identificar patrones de restricciéon unicos (Figura
16).
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Figura 16. Andlisis de restriccion de las 10 colonias elegidas al azar, donde se muestran los

patrones de restriccion diferentes entre ellos.

Secuenciacion de clonas unicas por el método de primer walking

De acuerdo al tamafo promedio estimado para las clonas seleccionadas para
secuenciarlas segun lo que se muestra en la figura 15 (alrededor de 2 Kb), la
estrategia mas adecuada para su secuenciacion es el método de primer walking.
Inicialmente se secuenciaron los extremos 5’ y 3’ de cada inserto metagenémico
clonado utilizando los primers incluidos en el kit de clonacién pJET1.2, que
corresponden a 39 y 36 bases del sitio de clonacion. A partir de las secuencias

obtenidas se disenan los siguientes primers para “caminar’ sobre el inserto
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metagenodmico y asi sucesivamente hasta completar la secuencia total. De este
modo se secuenciaron 5 de las clonas metagendmicas analizadas y por restriccion
(Figura 16): MSCL1, MSCL2, MSCL4, MSCL5 y MSCLS8. La secuencia completa
fue entonces analizada en la pagina del NCBI para hacer un Blast X y de esta
manera se encontré la proteina con la que nuestras secuencias problema
mantienen la mayor identidad, también en el NCBI se hizo una busqueda de
ORF’s (del Inglés Open Reading Frame), cada uno de ellos se utilizé para hacer
Blast y buscar alguna otra proteina o gen de interés y finalmente se represento

esquematicamente solo las identidades mayores al 60%.

En la figura 17 estan representadas las secuencias de las cinco clonas analizadas
y en las que se muestra, el tamano de la secuencia, los extremos flanqueados por
un fragmento de vector, las puntas de flecha rojas indican cada uno de los ORF’s
encontrados y la direccién en que se traducen (la mayoria no se identificé con
alguna proteina) y las flechas azules representan el fragmento de la secuencia
que pertenece o tiene similitud con proteinas especificas como en el caso de la
colonia MSCL1, donde se encontré un fragmento que pertenece a una posible
proteina reguladora de Blastopirellula marina DSM 3645—planctomycetes- (numero

de acceso gb|EAQ79990.1]) con 86% de similitud, para la clona MSCL2 que posee

identidad con una Endonucleasa dependiente de ATP de Comamonas testosteroni

con numero de acceso gb|EAVI7825.1|. 61% de identidad, en el caso de la clona

MSCL4 y la mayor similitud la tiene con una proteina involucrada en la biosintesis
de riboflavina RibF de Salinispora arenicola CNS-205 -Actinobacteria- con numero
de acceso gb|ABV97238.1] con quien mantiene 88 % de identidad, para MSCL5

quien tiene identidad con una GTP difosfocinasa de Salinispora tropica CNB-440

con numero de acceso gb|ABP55721.1] con 73 % de identidad y finalmente para
MSCLS8 se ve en la figura 21 la similitud de 76% con CHAP (dominio de GSP
sintetasa) de Sphingomonas sp —Alphaproteobacteria- con niumero de acceso
ZP_01302380.
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Figura 17. Mapa de las secuencias de los plasmidos analizados, los extremos en café representan un fragmento del vector, las flechas rojas
indican diferentes ORF’s y la direccién de transcripcion, las flechas azules indican el fragmento que abarca la proteina encontrada, el porcentaje

de identidad con la clona metagenémica vy la direccion en que se traduce.
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6. Discusion

Extraccion del ADN metagenémico

Al utilizar ambos métodos de extraccion (manual y por kit) se evalué primero el
manual y pudimos determinar que la desventaja que presenta este método, es que
se necesita extraer el ADN partiendo de una gran cantidad de suelo, para obtener
una concentracion y volumen aceptable, ya que por cada paso va disminuyendo
considerablemente la concentracién. La eliminacion de compuestos humicos
mediante electroforesis en gel de agarosa implica grandes pérdidas y no

necesariamente garantiza la disponibilidad del ADN para usos subsecuentes.

La extraccion por kit podria generar un gran sesgo ya que para una extraccion se
utiliza una cantidad tan pequefia como 0.25 gramos de suelo, esto podria influir en
una pérdida de diversidad de especies de la cual se obtenga su ADN. La
caracteristica mas notable de este método es la cantidad de ADN que se obtiene a
partir de esa cantidad de suelo ya que se obtiene 4 veces mas por gramo de suelo

que en una extraccion directa por lisis.

A partir de los resultados obtenidos de la clonaciéon de ADNr 16S, indica que
alrededor del 30% de las transformantes es exitoso (este fenomeno puede
deberse a que el ADN aun contenga algunos elementos contaminantes que
reduzcan considerablemente la eficiencia de ligacion), se ha comprobado que en
un proceso de extraccion donde se involucre una ruptura mecanica de las células,
la diversidad que se recupera es mayor en comparacion con aquellas cuyo

tratamiento es quimico (Niemi, et al. 2001).

Analisis de diversidad de secuencias de ADNr 16S

La cuantificacién de la riqueza de especies dentro de ambientes complejos es un
paso importante en el conocimiento de la dinamica de la comunidad en
condiciones naturales y las repercusiones de actividades antropogénicas sobre el

funcionamiento del ecosistema (Youssef y Elshahed, 2008). La muestra de suelo
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utilizada en este trabajo fue tomada de un area con casi nula actividad humana.
Sin embargo, la riqueza de especies que se obtuvo o que se pudo identificar es
relativamente escasa a pesar de que aparentemente los ARDRA reflejaban algo
diferente, el 65% de los ADNr 16S obtenidos pertenece a microorganismos
ambientales no cultivados, 17% no tuvo similitud con ningun organismo reportado
en el GenBank, lo que deja un 82% de microorganismos desconocidos y solo
18 % de microorganismos cultivados y reportados como tal en la base de datos

(como es el caso de E. coli, que es la mas abundante).

Al calcular matematicamente la diversidad presente en nuestra muestra de suelo
el valor de H’ fue de 1.427923, a medida que este valor se acerca a cero la
diversidad presente es menor, y cuando es igual a cero significa que la poblacion
estad conformada por unicamente una especie (Liu, et al. 2008). El valor maximo
de H’ solo se alcanza cuando las especies de una poblacién estan uniformemente
distribuidas. Es decir, cuando el valor de E es igual a 1, para el caso de nuestra
poblacion este valor fue de 0.59549, lo que nos indica que la diversidad
encontrada en esta muestra de suelo es mediana. Si comparamos con los valores
obtenidos por Liu y colaboradores, quienes analizaron 4 muestras de suelo y
encontraron que la mas alta diversidad era de H'= 2.63 para una muestra no
contaminada y el menor valor que encontraron fue de H’ = 2.07 para una muestra
contaminada con TCE o tricloroetileno (28mg/Kg). Para otros estudios se han
reportado valores de H'=1.34 y E=0.98 (Smit, et al. 2001), que utilizaron muestras
de un suelo agricola y Martin (2002), para suelo de pastizales mejorados y no
mejorados reporta valores de H'=2.04 y H'=2.01. El valor de E es una medida de la
uniformidad de la poblacién y las poblaciones son mas uniformes a medida que
este se acerca a 1, la muestra analizada en este estudio es medianamente
uniforme, y lo reportado por Smit, et al. (2001), puede calificarse como una

muestra altamente uniforme.

La diversidad y abundancia de los microorganismos también depende en gran

parte del tipo de suelo del que se haya tomado la muestra y el método de

51



extraccion utilizado. Los métodos de lisis directa dejan acceder a grandes
poblaciones microbianas dificiles de cultivar, gracias a sus grandes rendimientos y
los métodos de extraccion indirecta de ADN son conocidos por acceder a una
diversidad menos rica. Sin embargo, Stach y colaboradores en 2001 hicieron un
estudio de diversos métodos de extraccion y al compararlos concluyeron que altos
rendimientos de ADN en la extraccion y purificacion, no necesariamente se
correlaciona positivamente con la riqueza de especies (Rajendhran vy
Gunasekaran, 2008). La diversidad incrementa a medida que incrementan la
riqueza y abundancia, en la mayoria de los casos la riqueza es alta, si la
abundancia y riqueza son altas en un area o muestra determinadas (Borneman, et
al. 1996).

La especie mas abundante identificada en el estudio resulté ser E. coli, a pesar de
que la muestra fue tomada en una zona sin actividad humana, esta abundancia
puede deberse a que existen en esta area diferentes especies de mamiferos
principalmente herbivoros y aves ya que se ha demostrado que diferentes
especies de ungulados, primates, roedores y algunas especies de aves pueden
tener en su tracto digestivo poblaciones de este microorganismo (Souza, et al.,
1999).

En el caso de nuestro andlisis la baja incidencia de microorganismos puede ser
debida al método de lisis utilizada en esa extraccion, hay que recordar que para el
analisis de diversidad de ADNr 16S se utiizé ADN extraido mediante un método
manual de lisis directa. La region hipervariable del gen ADNr 16S esta
comprendida en el extremo 3’ de la molécula (Borneman, et al. 1996) y muy
seguramente fue excluida al hacer el proceso de secuenciacién de esta, ya que
esta se realiz6 utilizando el primer Fw Eu530 que amplifica inicialmente la region
5’, por lo tanto los datos presentados fueron obtenidos con la region conservada.
Existen estudios de diversidad bacteriana de suelo, donde el grupo predominante

es el de Proteobacterias que concuerda con los resultados obtenidos.
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Construccion del banco metagenémico

El tamano de los insertos completos de las clonas secuenciadas, es menor al
estimado casi por la mitad, y al utilizar el programa BLAST (Altschul, et al. 1997)
en el NCBI parece haber una captura de solo un gen por cada clona. La eleccion
del vector de clonacion juega un papel crucial en la construccion de un banco, asi
como también la estrategia que se use para extraccion y purificacion de ADN ya
que de ello depende la integridad y concentracion que posea el ADN con el que
se inicia. El tamafo del banco se encuentra dentro del rango, segun el tipo de

vector que se utilizé y el tipo de ambiente del cual se extrajo la muestra de ADN.

Caracterizacion del banco de ADN metagendémico

Para las cinco clonas que se analizaron donde se encontré una posible proteina
reguladora, una endonucleasa dependiente de ATP, una proteina involucrada en
la biosintesis de riboflavina RibF, una GTP difosfocinasa y finalmente una CHAP
(dominio de GTP sintetasa). Cada una pertenece a un microorganismo diferente y

ninguno se encuentra representado en el estudio de ADNr 16S.

Se debe tener especial cuidado en la eleccién de la cepa hospedera ya que para
la expresion de genes heterdlogos es fundamental el fondo genético de la misma,
de tal manera que para los fines de busqueda de funciones especifica es
necesario el conocimiento de la genética de la cepa y la regulacién de los genes

en cuestion.
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7. Conclusiones

La diversidad bacteriana de la muestra de suelo analizada y determinada
por secuenciacion parcial de los ADNr 16S estuvo conformada por
Proteobacterias, bacterias no cultivadas, algunas que no poseen similitud
significativa con las secuencias depositadas en el NCBI, las menos
representadas fueron las Gram positivas. El valor de H indica que esta
diversidad es mediana si se compara con el valor de H'yax.

E indica que se trata de una poblacion medianamente uniforme.

El banco metagendmico que se obtuvo posee un tamafo equivalente a
poco mas de 87 genomas de E. coli. Se considera como un banco de buen
tamafo respecto a lo reportado con anterioridad en la literatura (Daniel,
2005) y puede ser utilizado para la busqueda de genes o funciones de
interés.

La cantidad de ADN clonado en este banco es de 0.43 Gb.

La secuenciacion de 5 clonas metagendmicas permitié identificar una
posible proteina reguladora, una Endonucleasa dependiente de ATP, una
proteina involucrada en la biosintesis de riboflavina RibF, wuna GTP

difosfocinasa y CHAP de Sphingomonas.
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8. Perspectivas

Realizar busqueda de funciones especificas con fenotipos bacterianos
particulares (p.ej. resistencia a antibioticos).

Buscar funciones o genes determinados para hacer mas dirigido el estudio
hacia enzimas o metabolitos de interés (p. ej. DAHPS y otras involucradas
en la biosintesis de compuestos aromaticos).

Ampliar las opciones de cepas con diferentes fondos genéticos para la

construccion de bancos por ejemplo con bacterias Gram-positivas.
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Anexos

Anexo 1. Listado de todos los phyla encontrados por diferentes autores y los

depositados en las do bases de datos (NCBI y RDP).

Phyla Hugenholtz Pace NCBI RDP Ludwig

AC1 Hugenholtz Pace NCBI

Acidobacteria Hugenholtz Pace NCBI RDP Ludwig
Actinobacteria Hugenholtz Pace NCBI RDP Ludwig

AD3 Hugenholtz (Chloroflexi)

Aquificae Hugenholtz Pace NCBI RDP Ludwig
Bacteroidetes Hugenholtz Pace NCBI RDP Ludwig

BD1-5 (0D2) Pace (Proteobacteria)

BRC1 Hugenholtz Pace NCBI RDP Ludwig
Caldicellulosiruptor Hugenholtz (Firmicutes) (Firmicutes) (Thermoanerobacteria)
Caldithrix Hugenholtz g?nzgril:esggus‘;ﬁs)m—h‘ (Deferribacteres) | (Firmicutes) Ludwig
Carboxydocella Hugenholtz (Firmicutes) (Firmicutes) (Firmicutes)

CD11 Hugenholtz (Nitrospira) (Nitrospira) (Nitrospira)

CD12 Hugenholtz Pace (Firmicutes)

CD13 (WS3) Pace (WS3) (WS3) (WS3)

CD14 (WS3) Pace

CD15 Hugenholtz Pace (Proteobacteria) (Proteobacteria)

CD18 (0D2) Pace (OP11) (OP11) (OP11)

CD19 (0D2) Pace (Proteobacteria) (OD1)

CD2 (DSS1, WS2) Pace (Cyanobacteria) |(Cyanobacteria)
CD3 (Firmicutes) Pace (Firmicutes) (Firmicutes) (Firmicutes)

CD4 Pace (Firmicutes, WS3)
CD5 (WS4) Pace (Deinococcus-Thermus)
CD7_NC3 (Caldithrix) Pace (Proteobacteria) (Fimicutes) (Caldithrix)

CD8 (Caldithrix) Pace (Fimicutes) (Bacteroidetess, Chlorobi)
Cenibacterium (Proteobacteria) NCBI (Proteobacteria)

Chlamydia Hugenholtz Pace NCBI RDP Ludwig

Chlorobi Hugenholtz Pace NCBI RDP Ludwig
Chloroflexi Hugenholtz Pace NCBI RDP Ludwig
Chrysiogenetes NCBI RDP

Coprothermobacter Hugenholtz Pace (Firmicutes) (Aquificae) Ludwig
Crenarchaeota Hugenholtz Pace NCBI Ludwig
Cyanobacteria Hugenholtz Pace NCBI RDP Ludwig

Deep Cyanobacteria (SCp)i/raorl%l:tagsria, Pace g)i/r;rimgl:)t:;eria) (Cyanobacteria) |(Cyanobacteria)
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Deferribacteres Hugenholtz Pace NCBI RDP Ludwig
Dehalococcoides (Chloroflexi) (Chloroflexi) RDP (Thermomicrobia)
Deinococcus-Thermus Hugenholtz Pace NCBI RDP Ludwig
Denitromonas (Proteobacteria) (Proteobacteria) NCBI (Proteobacteria) |(Proteobacteria)
Desulfurobacterium (Aquificae) Pace (Aquificae) (Aquificae) (Aquificae)
Dictyoglomi Hugenholtz Pace NCBI RDP (Thermoanaerobacter)
DSS1 Hugenholtz (CD2) (Firmicutes) (Cyanobacteria)
EM19 Hugenholtz Pace (Aquificae) Ludwig
Entotheonella_CD10 Hugenholtz Pace (Proteobacteria) (Proterobacteria) |(Proteobacteria)
Euryarchaeota Hugenholtz Pace NCBI (Aquificae) Ludwig
Ferribacter Hugenholtz (Deferribacteres) NCBI (Deferribacteres) |(Firmicutes)
Fibrobacteres Hugenholtz Pace NCBI RDP Ludwig
Firmicutes Hugenholtz Pace NCBI RDP Ludwig
Fusobacteria Hugenholtz Pace NCBI RDP Ludwig
Gemmatimonadales Gem |, ooy, Pace NCBI RDP Ludwig
mimonas_NC9

Guaymas 1 (Proteobacteria) Pace (Proteobacteria) |(Proteobacteria)
Haloanaerobiales Hugenholtz Pace (Firmicutes) (Firmicutes) Ludwig

KB1 (NKB19,0P1) (NKB19,0P1) NCBI (OP1)
Korarchaeota Hugenholtz Pace NCBI Ludwig
KSB1_NC5 (Caldithrix) Pace NCBI (Fimicutes) (Caldithrix)
LC1 Hugenholtz (Firmicutes) (Spriocheates)
Lentisphaerae Hugenholtz Pace NCBI (Victivalliaceae)
Magnetics (Proteobacteria) (Proteobacteria) (Proteobacteria) (Proteobacteria) |Ludwig
MgA_SAR406 Hugenholtz Pace (Proteobacteria) g;i;?tigrt;;e;)s,Proto (Caldithrix)
Moorella Hugenholtz (Firmicutes) (Firmicutes) (Firmicutes)
MS1 g()iemmatimonadale Pace gﬂ?;iggigﬁg?' (Proteobacteria) |(Gemmatimonadales)
Nanoarchaeota (Euryarchaeota) NCBI (Euryarchaeota)
Nanobacterium (Proteobacteria) (Proteobacteria) NCBI (Proteobacteria) |(Proteobacteria)
Natronoanaerobium Hugenholtz (Fimicutes) (Firmicutes) (Firmicutes) (Firmicutes)
Natronohydrobacter (Proteobacteria) (Proteobacteria) NCBI (Proteobacteria) |(Proteobacteria)
NBO1 Hugenholtz (Proteobacteria)

NC10 Hugenholtz Pace (Firmicutes) (Nitrospira)
Nitrospina Hugenholtz Pace (Proteobacteria) RDP Ludwig
Nitrospira Hugenholtz Pace NCBI RDP Ludwig

NKB19 Hugenholtz Pace NCBI

OoD1 Hugenholtz Pace NCBI (OP11) Ludwig

0D2 Hugenholtz (BD1-5, CD18, CD19) g())P”'PrOte"ba"te” (OP11) (0D1)

ODP Hugenholtz (Firmicutes)

OP1 Hugenholtz Pace NCBI (OP10, OP11)  |Ludwig
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OP10 Hugenholtz Pace NCBI RDP Ludwig
OP11 Hugenholtz Pace NCBI RDP Ludwig
OP12 (Symbiobacteria)  |Pace (Fimicutes) (Fimicutes) (Firmicutes)
OP2 Pace NCBI Ludwig
OP3 Hugenholtz Pace NCBI Ludwig
OP4 (Spirocheates) (Spirocheates) NCBI (Spirocheates)
OP5 Hugenholtz Pace NCBI ﬂ:l't:?s';'::)s Ludwig
OP8 Hugenholtz Pace NCBI (Acidobacteria)  |Ludwig
OP9_JS1_0OPB46 Hugenholtz Pace NCBI (Firmicutes) Ludwig
OPA2 (Crenarchaeota) Pace (Crenarchaeota) (Crenarchaeota)
OPA3 Pace (Crenarchaeota) (Crenarchaeota)
OPB7_EM3 Hugenholtz Pace (Thermotogae) Ludwig
0S-K Hugenholtz Pace NCBI (Acidobacteria)
0S-L Hugenholtz Pace (OP10)
Planctomycetes Hugenholtz Pace NCBI RDP Ludwig
Poribacteria Hugenholtz Pace NCBI
Proteobacteria Hugenholtz Pace NCBI RDP Ludwig
SAM (Chloroflexi) NCBI (Thermomicrobia)
SB1_ZB1 (Chlorobi) Pace NCBI (Chlorobi)
SBR1093_1959 Hugenholtz Pace NCBI (Bacteriodes) (Bacteriodes,Proteobacteria)
SC3 Hugenholtz Pace
SC4 Hugenholtz Pace (OP10)
Smegmaraptor (Proteobacteria) (Proteobacteria) NCBI (Proteobacteria) |(Proteobacteria)
SPAM Hugenholtz Pace NCBI (Nitrospira)
rso;z)ri\:erobacter_Thermomic (Chloroflexi) (Chloroflexi) (Chloroflexi) RDP Ludwig
Spirochaetes Hugenholtz Pace NCBI RDP Ludwig
SR1 Hugenholtz Pace NCBI
Sturt1 Hugenholtz (Firmicutes) (Proteobacteria) (Proteobacteria) |(Proteobacteria)
Sulfobacilli Hugenholtz Pace (Firmicutes) (Firmicutes) (Firmicutes)
Symbiobacteria Hugenholtz (OP12, Sulfobacillus) (Actinobacteria) (Firmicutes) (Firmicutes)
ﬁgl?rglstes_Desulfothiovib Hugenholtz Pace ﬁr?r]:?crlrjltt; asc):teres, (Firmicutes) Ludwig
(Actinobacteria,F
TG1 Hugenholtz Pace NCBI irmicutes,Proteo |(OP5)
bacteria)
TG2 NCBI
Thermoacetogenium Hugenholtz (Firmicutes) (Firmicutes) (Firmicutes)
Thermoaerobacter Hugenholtz (Firmicutes) (Firmicutes) (Firmicutes)
Thermoanaerobacter Hugenholtz Pace (Firmicutes) (Firmicutes) Ludwig
Thermobaculum (Chloroflexi) (Chlorofiexi) NCBI gThemmicmbia
Thermodesulfobacteria Hugenholtz Pace NCBI RDP Ludwig
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Thermolithobacter NCBI (Fimicutes)
Thermoprotei Hugenholtz Pace (Crenarchaeota) (Aquificae) (Crenarchaeota)
Thermotogae Hugenholtz Pace NCBI RDP Ludwig
Thermovenabulum Hugenholtz (Fimicutes) (Firmicutes) (Fimicutes) (Thermoanaerobacter)
TM6 Hugenholtz (Proteobacteria) NCBI (Proteobacteria) |Ludwig
T™7 Hugenholtz Pace NCBI RDP Ludwig
Verrucomicrobia Hugenholtz Pace NCBI RDP Ludwig

T ) (Lentisphaerae, (Lgntisphaerae, .
Victivalliaceae (Lentisphaerae) Proteobacteria) \S/plrochealte.s,. Ludwig

‘errucomicribia)

WS1 Hugenholtz Pace NCBI (Fimicutes) Ludwig
WS2 Hugenholtz (CD2) NCBI (Cyanobacteria)
WS3 Hugenholtz Pace NCBI RDP Ludwig
WS4 Hugenholtz (CD5) NCBI (Deinococcus-Thermus)
WS5 Hugenholtz Pace NCBI
WS6 Hugenholtz Pace NCBI Ludwig
YNPFFA Hugenholtz Pace (Crenarchaeota) (Crenarchaeota)
ZB3 Hugenholtz Pace (Fimicutes) (Fimicutes) (Cyanobacteria)
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