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1. Resumen

El queso Cotija Regién de Origen es un alimento lacteo de produccién artesanal originario de la sierra que se
encuentra entre Jalisco y Michoacan, México. Al ser elaborado a partir de leche cruda de vaca sin adicién de
cultivo iniciador, su fermentaciéon y maduraciéon ocurren mediante la interacciéon de la microbiota inoculada
durante su manufactura con los componentes del alimento. Dichos microorganismos pueden provenir de la leche,

de la sal adicionada, de la atmdsfera donde ocurre la maduracion y del contacto con el quesero, entre otros.

El proceso de maduracion, que puede durar desde 3 meses hasta afios, se debe a la actividad de las enzimas
presentes en el medio, que en su mayoria son de origen microbiano. Por ello, los factores que afectan el desarrollo
de los microorganismos, la producciéon de enzimas y su actividad, influirdan de forma determinante en este
proceso. Entre estos factores, sobresalen la disminucion del pH, la actividad acuosa y el potencial redox, que

llevan a la seleccién de una microbiota capaz de resistir condiciones acidas, pobres de oxigeno y estrés osmético.

Se han realizado estudios de microbiologia clasica y basados en métodos moleculares dependientes de PCR que
han permitido la identificacién de Bacillus, Staphylococcus, Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus,
Streptococcus, Marinilactibacillus, Vagococcus, y Virgibacillus en queso Cotija Region de Origen. Ademas, en un
ensayo de hibridacion in situ se concluy6 que los tres primeros géneros de la lista representan inicamente el 11%
de la carga bacteriana total en términos de conteos de células marcadas, sin dominancia de ninguno de ellos en
una pieza de queso Cotija. Los métodos dependientes de cultivo pueden favorecer la recuperacion de especies que
no son necesariamente las mas abundantes, mientras que las técnicas independientes de cultivo basadas en la
amplificacién de regiones variables del gen ribosomal 16S, permiten la deteccion de microorganismos cultivables
0 no, sin embargo, su utilizacién implica sesgos relacionados con amplificacion preferencial y problemas debidos

a la heterogeneidad de dichos genes en multicopia.

Con el desarrollo de las tecnologias de secuenciacién masiva de nueva generacion, ha sido posible elucidar la
informacion genética de cualquier sistema biol6gico con rendimientos muy altos y cada vez a menor costo. La
secuenciaciéon de un metagenoma permite obtener informacion sobre la diversidad especies asi como del potencial

metabdlico del consorcio sin necesidad de cultivar microorganismos o clonar fragmentos de ADN.

El objetivo de este trabajo es explorar la diversidad bacteriana en una muestra representativa de queso Cotija
Region de Origen, asi como elucidar su potencial metabélico relacionado con la produccién de compuestos
responsables del perfil sensorial del alimento y la produccién de bacteriocinas. El anélisis del gen ribosomal 16S
permiti6 identificar a Lactobacillus, Leuconostoc y Weissella como géneros dominantes y a mas de 500 géneros
no dominantes pertenecientes a 31 Phyla de bacterias y Archaeas. El andlisis de marcadores filogenéticos de copia
unica permitio la reconstruccién de los genomas de dichas especies dominantes. L.a anotacion funcional de genes
permiti6 identificar que el consorcio tiene la capacidad de sintetizar una amplia gama de compuestos producto del
metabolismo de 4cidos grasos libres y aminoéacidos de cadena ramificada, ademads, se encontraron genes de

sintesis de bacteriocinas y una gran cantidad de genes de inmunidad.



2. Marco teoérico
2.1 El queso Cotija artesanal madurado Regién de Origen

El queso Cotija es un alimento mexicano que se produce de forma artesanal desde hace mas de 400 afios. Es
originario de la sierra que se encuentra entre Jalisco y Michoacéan (sierra de JalMich), de gran importancia en esta
region y que ha ganado fama debido a que es reconocido internacionalmente por su sabor y calidad. Cada una de

las piezas de queso pesa entre 20 y 30 kg, es madurado, de pasta friable y sabor intenso (Alvarez et al., 2005).

La zona productora es un area continua con forma de herradura que incluye los municipios de Santa Maria del
Oro (Jalisco) y la parte sur de los municipios de Cotija y Tocumbo (Michoacan). Ademas se extiende a territorio
de los municipios del norte de Jilotlan de los Dolores, oriente de Tamazula, sur de Valle de Juarez y de Quitupan
(Jalisco); suroeste de los Reyes, Periban y Tancitaro, y el norte de Buena Vista Tomatlan (Michoacan) (Figura 1).
Los municipios que cuentan con productores que participan en el proceso de calificacién del queso Cotija en la
btisqueda de la denominacién de origen son seis, Santa Maria del Oro, Jilotlan de los Dolores, Quitupan, Cotija,

Tocumbo y Buena Vista Tomatlan (Pomeon et al., 2009).
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Figura 1. Zona de produccion del queso Cotija definida por las reglas de uso de la marca colectiva Queso Cotija Region de
Origen, en verde y marrén se indica la zona reconocida (Alvarez et al., 2005).

La regién donde se produce el queso es una ladera templada, muy plegada y con escalonamiento altitudinal que va
desde los pies de monte que se elevan desde el valle de Tierra Caliente y que llega un poco antes de las cumbres
frias del eje neovolcanico. Su altitud estd comprendida entre los 700 y 1700 metros sobre el nivel del mar aprox. y
las precipitaciones medias anuales son de alrededor de 900 mm al sur y 1200 mm en los otros puntos cardinales.
La zona se caracteriza por una cubierta vegetal tipo selva baja caducifolia con vegetacién secundaria irregular.

Queda excluida la zona de bosque mixto (encino-pino), ubicada en las partes mas altas de la region.

En este medio especifico pastorea el ganado bovino productor de la leche con la cual se elabora el queso Cotija, y



son las caracteristicas de clima, altura y suelo las que originan una vegetacién tipica del lugar, misma que se
refleja en la composicién de la leche producida. Por otra parte, la humedad relativa, vinculada a la temperatura,

las lluvias y la altura, se relaciona con las caracteristicas del queso elaborado y madurado en esta region.

La ocupaciéon humana es de poblamiento escaso y disperso en ranchos aislados dedicados a la explotacion

ganadera con produccién estacional de queso durante los meses de 1luvia, generalmente de julio a octubre.

Con el paso de los afios, la competencia desleal y la falta de apoyo para los productores de queso artesanal,
muchos ranchos desaparecieron o abandonaron la produccién de leche y queso. Para el afio 2007, se estimaba que
en la sierra de JalMich se encontraban alrededor de 200 ranchos, con una produccién cada uno de 400 a 1500 kg
de queso al afio, dando aproximadamente un total de 400 Ton/afio en toda la sierra (Pomeon et al., 2009).
Actualmente es dificil hacer una estimacién similar ya que tanto la produccién como el niimero de ranchos es muy
variable debido al incremento en la migracion a los EE.UU. asi como la situaciéon de violencia vinculada al

narcotrafico y el dificil acceso a algunos de los ranchos mas lejanos.

El queso Cotija elaborado en la regién delimitada por las reglas de uso (Figura 1) se obtiene a partir de leche
cruda de vaca y sal de mar de grano de Cuyutlan, Col., sin adicién de cultivo iniciador, ni tratamiento térmico, por
lo que su maduracion ocurre mediante la interacciéon de la microbiota inoculada de forma natural durante su
manufactura y cuya dindmica poblacional cambia libremente durante un tiempo minimo de tres meses, pero que
puede prolongarse hasta afios para su comercializaciéon. En este proceso se modifican los valores de actividad
acuosa (aw), potencial redox (Eh) y pH que llevan a la seleccion de ciertas especies que son capaces de resistir
condiciones 4cidas, de baja disponibilidad de agua y pobres de oxigeno (Escobar, 2012), lo que permite el
desarrollo principalmente de bacterias acido lacticas (LAB por sus siglas en inglés) y la exclusion de bacterias

patégenas y coliformes, éstas tltimas presentes en las primeras etapas de elaboracion (Bravo, 2008).

Es ampliamente reconocido que la composicién de los consorcios microbianos asociados a una matriz alimentaria
dada, influye en la calidad y singularidad del producto final. Esto es claro en alimentos fermentados
tradicionalmente, donde la biodiversidad microbiana se debe a los atributos geograficos de la zona en la que el
alimento se elabora, y que tiene un fuerte impacto en el concepto de la Denominacién de Origen (Montel et al.,

2014).

2.2 La microbiota bacteriana del queso Cotija

Se han realizado estudios enfocados en la caracterizacion de la comunidad microbiana del queso Cotija basados
en técnicas de amplificacion e identificacion de marcadores filogenéticos asi como de microbiologia clasica. Los
primeros esfuerzos se enfocaron en el aislamiento e identificacion de bacterias y levaduras lipoliticas por medio
de la secuenciacién de regiones variables de genes ribosomales y por pruebas bioquimicas en muestras con

tiempos de maduracién superior a 6 meses. En dicho trabajo se identificaron cepas bacterianas de los géneros



Bacillus y Staphylococcus (Garcia, 2006). Siguiendo una estrategia similar, se aislaron y caracterizaron bacterias
proteoliticas por secuenciacién de la region V3 del gen ribosomal 16S en muestras de queso Cotija con distintos
tiempos de maduracion, de las que se aislaron colonias identificadas por dicho marcador como Staphylococcus,

Bacillus y Enterococcus (Hernandez, 2007).

Mas tarde se monitorearon cambios en el desarrollo de BAL durante la maduracion, donde se aislaron y
caracterizaron por pruebas bioquimicas y reaccién en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés)

secuencias del ADNr 16S de Lactobacillus, Lactococcus y Enterococcus (Bravo, 2008; Cortés, 2009).

Un andlisis mas completo sobre riqueza de especies, dominancia relativa y dindmica poblacional de la microbiota
del queso se llevd a cabo amplificando regiones variables de ADNr 16S con cebadores universales y su analisis
por electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE por sus siglas en inglés). La técnica permiti6 la
identificacién de secuencias pertenecientes a los géneros Enterococcus, Marinilactibacillus y Vagococcus. En
dicho trabajo se concluy6 que Enterococcus esta presente durante toda la maduracién sin ser dominante, mientras
que el género Marinilactibacillus si fue dominante, es decir, tuvo una abundancia superior con respecto al resto de

los géneros encontrados (Zufiga, 2009).

Con el objetivo de dilucidar el origen de algunos de los géneros encontrados en estos trabajos, se hizo el
escrutinio por aislamiento e identificacién de cepas por secuenciacién del gen ribosomal 16S completo y por
PCR-DGGE de las regiones variables V1 y V3 del ADNr 16S de las posibles fuentes de inoculacién. Una de las
mas$ interesantes fue la sal de mar, donde se report6 la presencia de los géneros Enterococcus (Gémez, 2010),
Bacillus, Aerococcus y Staphylococcus. El muestreo de otros puntos clave del proceso de elaboracion 1levo a la
identificacién en la superficie de la ubre de la vaca de Klebsiella, Kocuria y Staphylococcus; en la leche bronca de
Lactococcus, Staphylococcus, Rahnella, Kocuria, Acinetobacter y Klebsiella; mientras que en la cuajada sin salar
se detectd un grupo de bacterias no cultivables provenientes de piel humana o plantas, Rahnella, Klebsiella,
Lactococcus y Staphylococcus; en la superficie de la mesa de amasado a Staphylococcus, Brachybacterium,
Kocuria, Enterobacter y Brevibacterium; y por ultimo en la cuajada salada a Marinilactibacillus, Psychrobacter,
Bacillus, Lactococcus, Staphylococcus, Klebsiella y bacterias no cultivables de piel humana y plantas (Garcia,

2011; Robles, 2014).

Con el fin de establecer diferencias entre la microbiota del producto de la marca colectiva Region de Origen y la
de quesos “tipo Cotija” elaborados fuera de la regién, se compararon muestras provenientes de la sierra de
JalMich, con otras provenientes de Chiapas. Se concluyé que ambos quesos son diferentes en cuanto a
caracteristicas fisicoquimicas y de composicion, y en muestras del queso Cotija de JalMich se identificaron por
PCR-DGGE a bacterias de los géneros: Bacillus, Virgibacillus y Vagococcus con la regién variable V3 del ADNr
16S como blanco, y a Enterococcus faecium, Streptococcus infantarius y Staphylococcus equorum usando ~340

bp el gen rpoB como marcador molecular (Casillas, 2013).

En resumen, cuando se han realizado estudios de caracterizacion taxondmica de bacterias asociadas al queso
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Cotija por aislamiento o identificaciéon directa de marcadores filogenéticos en muestras que cumplen con el

tiempo minimo de maduracién de tres meses, se ha obtenido en total 9 géneros bacterianos (Tabla 1). Todos ellos

pertenecen al Phylum de los Firmicutes y son LAB en su mayoria.

Tabla 1. Géneros bacterianos identificados por métodos moleculares en queso Cotija con 3 meses de maduracién

Género bacteriano

Técnica de identificacion

Referencia

Enterococcus

Bacillus

Staphylococcus

Vagococcus

Lactobacillus

Lactococcus
Streptococcus
Virgibacillus

Marinilactibacillus

ARDRA y PCR de ADNr 16S
PCR y DGGE de ADNr 16S
PCR de ADNr 16S

PCR y DGGE de ADNr 16S
PCR y DGGE de rpoB

PCR de ADNr 16S
ARDRAy PCR de ADNr 16S
PCR y DGGE de ADNr 16S
PCR de ADNr 16S

ARDRA y PCR de ADNr 16S
PCR y DGGE de rpoB

PCR y DGGE de ADNr 16S
PCR y DGGE de ADNr 16S
PCR y DGGE de ADNr 16S
PCR de ADNTr 16S

PCR y DGGE de ADNr 16S
PCR de ADNr 16S

PCR y DGGE de rpoB

PCR y DGGE de ADNr 16S
PCR y DGGE de ADNr 16S

Hernandez, 2007
Zuiiiga, 2009
Cortés, 2009
Goémez, 2010
Casillas, 2013
Garcia, 2006
Hernandez, 2007
Casillas, 2013
Garcia, 2006
Hernandez, 2007
Casillas, 2013
Ziiiga, 2009
Goémez, 2010
Casillas, 2013
Cortés, 2009
Goémez, 2010
Cortés, 2009
Casillas, 2013
Casillas, 2013
Ziiiga, 2009

Estos estudios abrieron el panorama sobre la riqueza de géneros bacterianos en el queso Cotija Region de Origen

y sus posibles fuentes de inoculacién, aunque no dejaron en claro su abundancia en la comunidad durante y al

tiempo minimo de maduracién. Los tres géneros que encabezan la lista son los que se habian encontrado con

mayor frecuencia y se caracterizan por poseer actividades lipoliticas y proteoliticas importantes en la generacion

del perfil de sabor y olor del queso. Sin embargo, la abundancia de dichos generos en conjunto, no rebasa el 11%

de abundancia total relativa en el queso Cotija, calculada a partir de conteos de células marcadas con sondas

fluorescentes género-especificas con respecto a una sonda universal de acuerdo a resultados obtenidos por

hibridacién in situ (FISH) (Escobar, 2012). De dicho trabajo se desprende la incégnita sobre si el 89% restante

podria estar conformado por bacterias de los géneros que se enumeran en la Tabla 1 y/o por microorganismos que



no se han podido identificar por los métodos utilizados hasta el momento.

2.3 Metabolismo de LAB en alimentos lacteos

La mezcla de compuestos volatiles responsables del perfil sensorial de los aliemntos lacteos proviene del
metabolismo de carbohidratos, degradacién y liberaciéon de acidos grasos libres por actividad de lipasas y
esterasas, asi como la degradacion de aminoacidos libres producto de proteasas y peptidasas. La fuente principal

de las enzimas involucradas en dicho metabolismo son las LAB (Smit et al., 2005).

Las bacterias acido lacticas son un grupo que en su mayoria esta relacionado filogenéticamente con el Phylum de
los Firmicutes aunque también hay representantes dentro del Phylum de las actinobacterias como
Propionibacterium, Bifidobacterium y Corynebacterium (Ouwehand y Vaughan, 2006). La descripcién general de
este grupo es que son cocos 0 bacilos Gram positivos, no esporulados, catalasa negativos, aerotolerantes, acido
tolerantes, nutricionalmente exigentes y fermentadores estrictos cuyo producto metabolico principal de la
fermentacion de carbohidratos es el 4cido lactico. Hay muchos ejemplos de LAB que no cumplen con todas las
caracteristicas aqui mencionadas pero la tinica que se considera como indispensable es que deben ser bacterias

Gram positivas (Axelsson, 2004).

Las LAB pueden clasificarse en dos grandes grupos de acuerdo a su capacidad para modificar las propiedades
fisicoquimicas y sensoriales del alimento en el que se encuentran, misma que estd relacionada con sus
caracteristicas metabélicas. Al primero de ellos se le reconoce como SLAB (bacterias acido lacticas iniciadoras
por sus siglas en inglés) y corresponde a aquellas que son productoras importantes de acido lactico, responsables
de la disminucién drastica de pH en la primera etapa de la fermentacién y basicamente se refiere a LAB con
metabolismo de homofermentadoras obligadas. El segundo grupo son las NSLAB (no iniciadoras), que tienen
importancia en el proceso de maduracion, donde son responsables de la produccién de una gama de metabolitos
secundarios relacionados con olor y sabor, y cuyo metabolismo es principalmente heterofermentativo ya sea

facultativo u obligado (Beresford y Williams, 2004; Felis y Dellaglio, 2007).

Algunas especies que no son productores importantes de lactato pero que son consideradas como SLAB debido a
que contribuyen significativamente a la produccién de compuestos de olor y sabor desde el inicio de la
fermentacion gracias a su metabolismo heterofermentativo son Leuconostoc y Weissella (Bjorkroth y Holzapfel,

2006).

De acuerdo con la teoria del balance de componentes, en la percepcién del consumidor sobre el sabor y olor del
queso, no soélo la concentracion de cada uno de los componentes individuales es importante, sino el balance entre
ellos. Es decir que aunque la composicion de compuestos volatiles en dos alimentos sea la misma, si las
proporciones son distintas, entonces el perfil de sabor global en ambos al momento de compararlos, cambiara. Si

se enriquece preferentemente algunos de los componentes, por ejemplo, en una maduracién acelerada, el perfil



sensorial del queso también sera distinta. Una percepcion desbalanceada de sabor en quesos se percibe como un
defecto en el producto final (Smit et al, 2005). Los compuestos de sabor y olor mas potentes son los aldehidos,
alcoholes, acidos carboxilicos y ésteres. Ejemplos de otros compuestos de los que se sabe tienen un papel
importante en el perfil de olor y sabor en quesos son: cetonas, lactonas, ésteres, pirazinas, compuestos azufrados,
compuestos carbonilicos, &cidos grasos libres de cadena corta (como acético, propiénico y butirico
principalmente), aminoacidos libres y sales (Broadbent y Steele, 2005; Curioni y Bosset, 2002; d’Acampora
Zellner et al., 2008).

Fermentacion de carbohidratos

La fermentacion de carbohidratos por LAB ocurre por fosforilacién a nivel de sustrato. En el caso del
metabolismo de la glucosa, ésta es internalizada mediante el sistema PTS (sistema fosfotransferasa, por sus siglas
en inglés), y es fosforilada para su activacién dentro de la célula. La célula arranca la via de la glucdlisis (o
Embden-Meyerhof-Parnas) hasta llegar a piruvato, que en condiciones pobres de oxigeno y exceso del azicar,
sera reducida a lactato (Figura 2A). Este mecanismo ocurre durante la fermentaciéon homolactica en todas las LAB

excepto en las heterofermentadoras obligadas.

El otro camino es la fermentacién heterolactica, también conocida como la ruta de las pentosas fosfato, donde el
paso clave es la ruptura con la fosfocetolasa en gliceraldehido-3-fosfato (GAP) y acetil-fosfato. El primero se va a
formacién de lactato, mientras que cuando no haya otro aceptor de electrones, el acetil-fosfato es reducido a
etanol via acetil-CoA y acetaldehido. Esta via genera CO, como metabolito ademéas de lactato y etanol (Figura
2B).

Las LAB en general son capaces de metabolizar una amplia gama de carbohidratos, como manosa y fructosa, que
se incorporan en las rutas ya descritas a nivel de glucosa o fructosa fosfatadas después de ser isomerizadas y/o
fosforiladas. Una excepcién importante es la galactosa, que puede ser metabolizada por dos vias, si se internaliza
mediante el sistema PTS, la galactosa es fosforilada al momento de transportarla y una vez dentro, es
metabolizada mediante la ruta de la tagatosa-6-fosfato hasta GAP, que entra a glicélisis (Bissett y Anderson,
1974). La segunda opcién es que la galactosa sea internalizada mediante permeasas en cuyo caso es fosforilada y
metabolizada via la ruta de Leloir hasta glucosa-6-fosfato que se incorpora a glicélisis. Estas rutas son la base en
el metabolismo de lactosa que se internaliza como disacarido por medio de permeasas o mediante sistema PTS

(Thomas et al., 1980).
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Figura 2. Rutas metabdlicas de fermentacion de la glucosa en LAB. A) Glucélisis y ruta homolactica. B) Ruta de las pentosas
fosfato o heterolactica. Modificado de Axelsson, 2004.

De acuerdo al tipo de fermentacion, las LAB pueden catalogarse en tres grandes grupos: Homofermentadoras
obligadas, donde se incluye a los lactobacilos tipo I (L. acidophilus, L. delbrueckii, L. farciminis y L. helveticus
entre otros) y algunas especies de otros géneros como Lactococcus lactis y Pediococcus acidilactici;
heterofermentadoras obligadas donde se incluye a los lactobacilos del grupo IIT (por ejemplo L. brevis, L

fermentum y L. buchneri), leuconostocs, oenococos y weiselas; y heterofermentadoras facultativas donde se



encuentran los lactobacilos de tipo II (como L. plantarum, L. rhamnosus, L. paracasei y L. casei) y a la mayoria
de las especies de enterococos, lactococos, pediococos, estreptococos, tetragenococos, carnobacterias y
vagococos. Las LAB heterofermetadoras facultativas metabolizan las hexosas por via homofermentativa y las

pentosas y otros sustratos por via heterofermentativa (Axelsson, 2004).

La cantidad de acido lactico producido durante la maduracién de un queso determinara el grado de pérdida de
humedad, el pH final y la cantidad de lactosa residual, ademds de que éste merma en el desarrollo de

microorganismos patégenos y de descomposicion (Fox et al., 2000).

En general las LAB poseen un metabolismo plastico o adaptable a las condiciones en las que la célula se
encuentra en funcién de las capacidades enzimaticas de la cepa. En las vias de fermentacion principales usadas
por LAB (Figura 2), el aceptor de electrones o hidrégeno es el piruvato. El cambio en el perfil de metabolitos
puede deberse principalmente a alteraciones en el metabolismo de dicha molécula, el uso de aceptores de

electrones alternativos o ambos (Axelsson, 2004).

Una de las rutas alternativas del piruvato de mayor importancia para la formacion de compuestos relacionados con
el perfil sensorial de los alimentos lacteos fermentados, es la produccién de diacetilo y acetoina. Dichos
compuestos se sintetizan a partir de un exceso de piruvato proveniente del catabolismo del citrato. El citrato
internalizado en la célula mediante una permeasa es sustrato para una liasa que genera acetato y oxaloacetato,
mismo que es descarboxilado a piruvato. El exceso de piruvato es entonces convertido a a-acetolactato por una
acetolactato sintasa y es a partir de éste que se obtiene principalmente acetoina y en menor proporcién CO, y
diacetilo (McSweeney, 2004). Especies de Leuconostoc, Pediococcus, Lactobacillus y Streptococcus son

productores importantes de diacetilo a partir de citrato siguiendo esta via (Axelsson, 2004).

Catabolismo de aminoacidos

Ademas de los carbohidratos residuales que quedan después del desuerado, los componentes principales dentro de
la matriz de cualquier queso, y que son sustrato para el metabolismo de LAB, son los lipidos y las proteinas,
particularmente la caseina (Figura 3). La accion de proteasas y peptidasas dentro y fuera de la célula, lleva a la
liberacion de aminoacidos que pueden contribuir con notas especificas en el alimento. Por ejemplo, aminoéacidos
libres que confieren sabor dulce en orden decreciente son: D-triptéfano, D-histidina, D-fenilalanina, D-tirosina,
D-leucina, L-alanina y glicina; por otro lado, L-triptéfano, L-fenilalanina, L-tirosina y L-leucina tienen sabor
amargo; mientras que D- y L-cisteina y D- y L-metionina tienen notas sulfurosas; y finalmente, el dcido L-
glutdmico que tiene la propiedad tinica de potenciar otros sabores (Solms, 1969). Ademas, el catabolismo de los
aminodacidos es un proceso importante para la formacion de sabor en el queso, siendo los aminoacidos aromaticos,
los de cadena ramificada y la metionina, los principales precursores de compuestos con olor y sabor (Rijnen et al.,

2003).



La ruta catabélica de aminoacidos libres mas importante en la obtencién de compuestos de olor y sabor es la via
de las transaminasas, que implica la obtencién de un a-ceto acido a partir de un aminoacido por accién de su
respectiva aminotransferasa. El a-cetoacido puede convertirse en aldehido, hidroxiacido o CoA-éster dependiendo
de la enzima que actte sobre el sustrato. Cuando se obtienen aldehidos por descarboxilacion, éstos pueden ser
deshidrogenados para formar alcoholes o hidrogenados para formar acidos carboxilicos. Alcoholes y carboxilatos
aportan olores y sabores menos intensos que los aldehidos y son sutratos para esterasas y aciltransferasas

respectivamente en la formacién de ésteres cuyo aporte al perfil de olor y sabor es menos importante.

Por otro lado, los hidroxiacidos que se obtienen directamente del a-cetoacido por hidrogenacion gracias a la
accién de su deshidrogenasa, son compuestos que no aportan notas de olor y sabor al alimento ni son precursores

de éstos, por lo que dicha reaccién genera Unicamente una disminucién en la concentracién del a-cetoacido.
Una via mas corta para la formacion de alcoholes y tioles a partir de aminoacidos libres es la de las liasas. Una de

las reacciones mas representativas de esta ruta es la obtencién de metanotiol a partir de metionina asi como la

conversion de treonina a glicina y acetaldehido.
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Figura 3. Resumen del catabolismo microbiano sobre los componentes del queso que llevan a la formacién de compuestos de
olor y sabor. Modificado de Marilley y Casey, 2004.
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Finalmente, los aminodcidos pueden ser directamente descarboxilados para formar aminas con la liberacién de

CO; o desaminados para formar acidos carboxilicos con la liberacién de amoniaco (Smit et al., 2005).

Catabolismo de acidos grasos libres

Aunque las LAB contribuyen poco a la lipdlisis en quesos en comparacion con la actividad que pueden tener
hongos y levaduras, los acidos grasos libres que se generan por accién de lipasas y esterasas son fuente de
sustratos para la formacién de compuestos de olor y sabor (Figura 3) tales como metilcetonas, alcoholes

secundarios, ésteres, alcanos y lactonas (McSweeney, 2004).

Al igual que los aminoacidos, algunos acidos grasos libres pueden contribuir directamente con el perfil sensorial
del queso, sobre todo los de cadena corta y media como el acido butirico que se asocia al olor a rancio y sabor a
grasa de leche (informacién obtenida de: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/264#section=0dor);
mientras que los acidos grasos de cadena larga aportan mas como estimulos texturales, cuyo descriptor podria ser

oleoso 0 aceitoso, que con un sabor real (Mattes, 2009).

La reaccion mas sencilla que ocurre con los acidos grasos libres es la del grupo carboxilo con etanol para formar

etil ésteres y con tioles para formar tioésteres.

En un proceso mas complejo, los acidos grasos libres son sustrato para la (-oxidacién, ruta mediante la cuél se
reducen a [-cetoacidos que mediante descarboxilacién pasan a metilcetonas (alcan-2-onas) con un atomo de
carbono menos. Las sintesis de metilcetonas es importante en quesos madurados por hongos filamentosos como
Penicillium y Geotrichum. Las metilcetonas son sustrato de reductasas en la formacion de alcoholes secundarios,

paso que es reversible en condiciones de aerobiosis (Molimard y Spinnler, 1996).

Otro tipo de compuestos importantes en el perfil de sabor y aroma en quesos son las lactonas, que son compuestos
ciclicos que se forman a partir de la esterificacion intramolecular de dcidos grasos hidroxilados. En queso las mas
importantes son las y- y B-lactonas que se forman a partir de sus respectivos acidos grasos y- y B-hidroxilados

(Hassan et al., 2013).

El rol de las LAB en la inocuidad del queso

Ademas de ser responsables de conferir caracteristicas sensoriales al queso, las LAB juegan un papel importante
en la inocuidad del mismo mediante la produccién de acidos organicos, peroxido de hidrégeno, diacetilo, CO»,
moléculas de bajo peso molecular como heterociclos (Messens y De, 2002), compuestos con actividad antifungica
como ciertos acidos grasos (Corsetti et al., 1996), acido fenilactico (Lavermicocca et al., 2000) y/o bacteriocinas

(Vuyst y Vandamme, 1994).

Particularmente las bacteriocinas han sido de especial interés en la biisqueda de compuestos antimicrobianos en

seguridad alimentaria ya que entre otras razones, pueden ser sintetizadas por organismos considerados como
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seguros para su uso en alimentos. Se estima que cerca del 99% de las bacterias conocidas son capaces de producir
al menos una bacteriocina cuyo mecanismo de accién es comtinmente la formacion de poros en la membrana o la
inhibicién de la sintesis de pared celular en especies cercanas a la de la bacteria productora aunque también hay

ejemplos de bacteriocinas de amplio espectro (Snyder y Worobo, 2014).

En bacterias Gram negativas, las bacteriocinas se clasifican de acuerdo a su peso molecular o masa, las colisinas
tienen una masa de entre 28 y 50 kDa mientras que la de las microcinas es de menos de 10 kDa. Estas tiene
diversos mecanismos de accion, pueden formar poros, degradar el peptidoglicano o ya dentro de la célula, digerir
el ADN o ARN. Las microcinas son producidas principalmente por bacterias de la familia de las

Enterobacteriaceae, son tolerantes a altas temperaturas, pHs extremos y a las proteasas.

En Gram positivas las LAB son productoras tipicas de bacteriocinas, que se definen como péptidos
antimicrobianos de bajo peso molecular con menos de 60 aminoacidos. Su clasificacion ha sido problemética
debido a la gran variedad de estructuras y funciones que pueden tener, pero las mas aceptadas son las de

Klaenhammer, (1993) y Cotter et al., (2005) que a continuacion se resumen.

Bacteriocinas clase I ¢ lantibioticos. Son péptidos de menos de 28 aminoéacidos (<5 kDa) modificados post-
traduccionalmente, lineales o globulares que contienen lantionina, [(-metil lantionina, y/o aminoacidos
deshidratados (Yang et al., 2014). Dichas modificaciones resultan de la condensacion de residuos de serina o

treonina (Snyder y Worobo, 2014). Un ejemplo importante de este tipo de bacteriocinas es la nisina.

Bacteriocinas clase II o no lantibidticos tipo pediocinas. Péptidos de entre 30-50 aminoéacidos (<10 kDa),
termoestables y con carga neta positiva. Se reconocen varias subclases: clase Ila, péptidos con actividad
antilisterial que conservan la secuencia concenso YGNGV/LxxC en el N-terminal y dos residuos de cisteina
unidos por un puente disulfuro. Son de importancia para su uso en alimentos debido a su reconocida actividad
antilisterial y a que son de amplio espectro, la pediocina PA-1 es un ejemplo de bacteriocinas de este tipo. Clase
IIb, son bacteriocinas conformadas por dos péptidos que juntos forman un complejo de poracién para inones
monovalentes como Na* y K" en la membrana de la célula blanco, suelen tener el motivo GxxxG, en este grupo se
incluyen a las o-enterocinas y a lactococcina G. Clase Ilc, bacteriocinas circulares que tienen un amplio rango de
efectos en la permeabilidad de la membrana, la AS-48 es un ejemplo de este grupo. Clase IId, bacteriocinas
lineales de un sélo péptido que no corresponden al tipo pediocinas, de amplio espectro antimicrobiano contra
bacterias Gram positivas y negativas, ejemplos son las lactococcinas A y B. Adicionalmente, las lactococcinas
forman parte de una familia pequefia de bacteriocinas que llevan un motivo distintivo de corte GG en el carboxilo

terminal.

Bacteriocinas clase III o inestables al calor. Péptidos grandes (>30 kDa) que pueden actuar lisando la pared celular

como la lisostafina o perturbando el potencial de membrana.

Bacteriocinas clase IV o complejas. Son péptidos que requiren modificaciones de naturaleza no proteinica para su
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actividad. El péptido puede estar unido a carbohidratos o lipidos (Cotter et al., 2005). Dos ejemplos de esta clase

son la sublancina (Oman et al., 2011) y la glicocina F (Brimble et al., 2015).

Por lo general, las bacteriocinas y los genes relacionados con la maquinaria de expresion y mecanismo de accion,
se encuentran codificados en clusters policistrénicos que incluyen al gen estructural y alguna combinacién de
genes de inmunidad, secrecién, regulacion, factores de induccién y enzimas de modificacion (Snyder y Worobo,
2014). La estructura del cluster es compleja y no corresponde técnicamente a la de un operén ya que los genes
auxiliares no necesariamente se cotranscriben e incluso pueden estar codificados en cadenas complementarias y
en distintos loci con respecto al gen estructural. Dichos genes pueden o no estar estar bajo la regulacion

transcripcional de un regulén.

La produccion de bacteriocinas en ambientes nativos generalmente ocurre en niveles bajos e involucra
interacciones con otras bacterias cercanas, es decir, esta sujeta al fenémeno de quorum sensing y la expresion
ocurre s6lo cuando hay cierta densidad de células en el ambiente, durante la fase lag tardia de crecimiento (Snyder

y Worobo, 2014; Yang et al., 2014).

2.4 Nuevos enfoques en el andlisis de comunidades microbianas

El andlisis de comunidades microbianas presentes en alimentos con un enfoque ecol6gico, constituye la base tanto
para el control de microorganismos indeseables como para el uso racional de los mismos en procesos de

fermentacion (Diaz y Wacher, 2003).

La necesidad de cultivar y aislar a los microorganismos para su identificacién por métodos tradicionales ha
limitado la comprensién de la diversidad microbiana, puesto que se estima que mas del 90% de los que existen en
ambientes naturales no pueden ser cultivados con los métodos estandar disponibles actualmente, ademas de la
imposibilidad de obtener ciertas cepas puras ya que su crecimiento depende de las actividades metabolicas de

otros o porque no se conocen sus condiciones de cultivo (Amann et al., 1995).

El estudio de la ecologia de comunidades microbianas se remonta a los experimentos de Winogradsky en 1880
que fueron un parteaguas en el concepto de nicho ecolégico y metabolismo de consorcios microbianos (Ackert,
2012). Otro punto critico fue la implementacién del uso de genes ribosomales como marcadores filogenéticos
(Woese y Fox, 1977) y la secuenciacién tipo Sanger (Sanger et al., 1977) lo que revoluciond el tema de la
clasificacién filogenética hasta entonces basada en caracteristicas morfologicas y metabdlicas de los
microorganismos. A partir de estos avances y el consecuente disefio de cebadores universales contra regiones
variables del ADNr 16S para ser usados en el estudio de mezclas de microorganismos (Pace et al., 1985), es que
se abrio el panorama sobre una gran diversidad de secuencias pertenecientes a grupos taxonémicos nunca antes

descritos (Giovannoni et al., 1990).

El desarrollo de técnicas moleculares basadas en la amplificacién y/o andlisis de secuencias que contienen
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informacion filogenética tales como las ya mencionadas PCR-DGGE, FISH y RFLP (polimorfismo de longitud de
fragmento de restriccién) entre otras, permitieron la deteccién rdpida y sensible de los microorganismos
independientemente de que fueran o no cultivables, aunque mds tarde fueron identificados ciertos sesgos
intrinsecos como la amplificacién preferencial de algunas secuencias sobre otras, la formacién de productos
quiméricos, problemas con impurezas en la muestra que merman en la eficiencia de las enzimas y visualizacion de

los resultados, etc (Amann et al., 1995; Moter y Gébel, 2000).

Adicionalmente, la técnica de DGGE usada frecuentemente para separar amplicones con la misma longitud pero
distinta secuencia, tiene sus propios sesgos y complicaciones, tales como la microheterogeneidad de secuencias de
genes marcadores multicopia y la comigracién de bandas (Ercolini, 2004). Ademas, no todas las bandas se cortan

y purifican para mandar a secuenciar, lo que deja fuera del andlisis a cierto sector de la poblacién microbiana.

Una alternativa a la amplificaciéon de marcadores moleculares es la extracciéon del ADN total de la muestra, su
fraccionamiento y secuenciacion, lo que se conoce como anélisis metagenémico (Handelsman et al., 1998). Dicho
enfoque se ha visto beneficiado por los avances en los métodos de secuenciacién y con ello el crecimiento

exponencial de las bases de datos y el desarrollo de herramientas computacionales.

En lo que a alimentos respecta, existen pocos reportes sobre andlisis metagenémicos en quesos elaborados
tradicionalmente. En uno de ellos se utiliz6 la metagenémica como herramienta en la bisqueda de funciones
putativas relacionadas con la produccion de compuestos volatiles en comunidades compuestas por hongos y
bacterias en 137 muestras provenientes de las superficies de tres distintos tipos de quesos madurados naturalmente
(Wolfe et al., 2014); mientras que en otro, se us6 la metagendémica para monitorear los cambios de abundancia de
especies y funciones durante la maduracion de quesos inoculados superficialmente con nueve géneros de hongos
y bacterias. Dicho estudio se complement6 con el anélisis de resultados de metatranscriptoma para identificar las

actividades de la fraccion metabdlicamente activa (Dugat-Bony et al., 2015).

El éxito de estos y otros analisis metagenomicos en general, esta relacionado con la disponibilidad de genomas de
referencia y bases de datos de genes marcadores y funciones bien anotadas. En la actualidad hay disponibles més
de 90,000 genomas secuenciados y ensamblados en mas o menos fragmentos correspondientes a ~4,100 especies
procariontes de acuerdo a la base de datos de genomas del NCBI (informacion obtenida de la tabla de genomas
disponible en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse/reference/); mientras que la base de datos de GOLD
(Genomes OnLine Database), reporta en su lista de organismos 55,908 genomas bacterianos y 1,231 para

Archaeas tanto de organismos cultivables como no cultivables (informaciéon obtenida de:

https://gold.jgi.doe.gov/).

2.5. Tecnologias de secuenciacion

Como ya se menciono, el desarrollo de la secuenciacién de Sanger significé uno de los avances mas importantes

14


https://gold.jgi.doe.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse/reference/

en la investigaciéon biolégica y en particular, en la identificacién de microorganismos. Los principios de la
replicacion del ADN fueron utilizados por Sanger et al. en 1977 en el desarrollo del proceso ahora conocido como
la secuenciacion de Sanger dideoxi. En este proceso la ADN polimerasa adiciona 2',3'-didesoxinucle6tidos en la
sintesis de una cadena de ADN nueva a partir del molde. Se llevan a cabo cuatro reacciones independientes donde
cada una contiene cualquiera de los didesoxinucle6tidos marcados ya sea radiactiva o fluorescentemente y una
mezcla de los cuatro desoxinucledétidos sin modificar. Cuando un didesoxinucleétido (ddA, ddC, ddG, o ddT) se
aflade al extremo 3', la extensién de cadena termina, lo que permite obtener la formacién de productos de

extension de todas las longitudes posibles terminados con dideoxinucleétidos en el extremo 3' (Figura 4).
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Figura 4. Fundamento de la quimica de secuenciacién dideoxi de Sanger. Modificado de
http://www.appliedbiosystems.com/absite/us/en/home/applications-technologies/dna-sequencing-fragment-
analysis/overview-of-dna-sequencing/fag.html

Los productos de extensién se separan por electroforesis capilar con una resolucién de una sola base. La técnica
permite obtener lecturas de alrededor de 650 bp y es posible paralelizar las reacciones hasta 96 secuencias por

corrida (Glenn, 2014).

A partir de este antecendente, se desarrollaron nuevas quimicas de secuenciacion basadas en el mismo principio
de replicacién del ADN, donde los principales esfuerzos se dirigieron a la miniaturizacién de los equipos con el
fin de llevar a cabo la secuenciacién de una gran cantidad de moléculas de ADN simultaneamente, de donde se

desprende el concepto de secuenciacion masiva.

La primera tecnologia de este tipo la liber6 Roche en el afio 2005, y se conoce como 454 o pirosecuenciacién. La
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quimica se basa en el uso de una serie de enzimas que actian de forma consecutiva para detectar el pirofosfato
(PPi) liberado cada vez que la polimerasa incorpora un nucleétido a la cadena recién sintetizada de ADN. Dicho
PPi es sustrato para la sintesis de un ATP que es utilizado por una luciferasa para generar una sefial luminosa que
el equipo es capaz de detectar. La intensidad de la sefial registrada es proporcional al nimero de nucleétidos
incorpordados en cada ciclo (Margulies et al., 2005). Esta tecnologia genera lecturas de hasta 650 bp y reporta
hasta 1 millon de lecturas por corrida, pero tiene problemas de errores tipo inserciones y deleciones en una de

cada 100 bases sobre todo cuando hay homopolimeros en la cadena molde (Glenn, 2014).

El homélogo de esta tecnologia es lonTorrent, conocida como el potenciometro mas pequefio que existe, presenta
rendimiento y tamafio de lectura similares a los de 454, pero se basa en la deteccién del cambio de pH debido a la
liberacion de un protén que ocurre cada vez que la polimerasa afiade un nucleétido a la cadena recién sintetizada
(Rothberg et al., 2011). Dicho método de deteccién es mucho menos costoso que el de la pirosecuenciacién lo que
la convierte en un claro prospecto para sustituirla una vez que Roche deje de darle soporte a partir del afio 2016.
La longitud de lectura es de hasta 175 bp y puede generar hasta 500 millones de lecturas por corrida con una tasa

de error por inserciones o deleciones (indeles) en una de cada cien bases (Glenn, 2014).

Otra tecnologia que ha ganado popularidad en analisis metagendmicos debido a su gran rendimiento y baja tasa de
error es la de Illumina. La quimica de esta tecnologia es la que mas se parece a la de Sanger, la cadena nueva de
ADN se sintetiza a partir de nucleétidos modificados que estan marcados con un fluoréforo y bloqueados en el
OH 3, aunque esta terminacion es reversible de tal modo que en cada ciclo la etiqueta es eliminada y la adicién de
la siguiente base es posible. La ventaja de esta tecnologia sobre las ya mencionadas es que la técnica de formacién
de clusters sobre el soporte sélido, hace posible la secuenciaciéon desde ambos extremos de la cadena molde, lo
que permite la obtencion de lecturas pareadas donde, si se conoce la longitud del templado original, es posible
calcular la distancia entre ambas lecturas, informacién que facilita su ensamble posteriormente (Bennett, 2004).
La longitud de secuencia y el rendimiento dependen del equipo que se utilice pero va desde 22 millones de
lecturas por corrida de 300 bp en el MiSeq v3, hasta 6000 millones de lecturas con una longitud de 150 bp en un
equipo HiSegX (con 2 celdas de flujo). Esta tecnologia presenta errores de sustitucioén en una de cada 1000 bases

secuenciadas (Glenn, 2014).

Ademés de las tecnlogias descritas, hay otras que no se utilizan tanto en metagendmica, sino en resecuenciacion
de genomas o en la bisqueda de polimorfismos como en el caso de la quimica de SOLiD de Applied Biosystems

(Shendure et al., 2005).

La busqueda de la sintesis de cadenas cada vez mas largas ha llevado al desarrollo de las llamadas tecnologias de
tercera generacion, tal es el caso de PacBio y Nanopore. La quimica de la primera de ellas se basa en la adicion de
nucleétidos marcados con diferentes fluorocromos, mismo que es escindido en tiempo real por la polimerasa que
esta fija en el fondo de un nanoposillo, desde donde se toman lecturas de fluorescencia por microscopia confocal

(Fichot y Norman, 2013). La tecnologia de PacBio permite obtener hasta 30 mil lecturas por corrida de 3 kb, pero
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su tasa de error es de alrededor del 13%, mas comunmente de indeles (Glenn, 2014). Por otro lado, Oxford
Nanopore es la primera tecnologia que no se basa en el proceso de replicaciéon del ADN, sino en sensar el cambio
de potencial de membrana que ocurre cuendo una molécula de un tamafio dado pasa a través de un poro protéico
(Kasianowicz et al., 1996). La tecnologia permite obtener hasta 10 millones de lecturas con una longitud maxima

de 10 kb y una tasa de error del 4% donde lo mas comun es encontrar deleciones (Glenn, 2014).

2.6. Analisis bioinformatico de los datos

Dependiendo de cada tecnologia, el formato del archivo de salida puede variar, pero siempre es posible
convertirlo a aformato fastq que es un tipo de texto plano que contiene informacién de cada una de las secuencias

con su identificador y la calidad asociada a cada nucleétido.

La limpieza de adaptadores, secuencias contaminantes y el andlisis de calidad es el primer paso a realizar ante
cualquier proyecto de secuenciacion. Ademas, es opcional hacer un paso de “trimming” o corte sobre las tltimas
bases de las lecturas cuando la calidad decae a niveles no aceptables, por ejemplo, a menos de 20 en score Phred
definido como -10 log(probabilidad de error). Es importante mencionar que un filtrado demasiado estricto podria

llevar a la pérdida de informacion de secuencias con baja cobertura (Liu et al., 2012).

A partir de las lecturas que se obtienen de la secuenciaciéon de ADN metagendémico, es posible la extraccién de
informacion tanto taxonémica mediante el anélisis de genes que funcionan como marcadores filogenéticos, como
del potencial metabdlico por la prediccion y anotacion de secuencias codificantes. Los pasos del andlisis pueden

ser llevados a cabo en distinto orden al propuesto aqui e incluso algunos pasos podrian omitirse y/o afiadirse otros.

Obtencién de informacién taxonémica a partir de secuencias crudas

Los métodos de anotacion taxonémica pueden ser clasificados basicamente en dos grande grupos: modos basados

en similitud y métodos basados en composicion.

Los métodos basados en similitud implican la extraccién de secuencias de genes marcadores ya sea por mapeo
directo de las lecturas contra bases de datos previamente construidas con identidad taxonémica conocida o
mediante la prediccién de las mismas usando principios matematicos como los Modelos Ocultos de Markov
(HMM por sus siglas en inglés).

Un modelo de Markov es un sistema que produce una cadena de Markov, y un modelo oculto de Markov es aquel
donde las reglas para producir la cadena son desconocidas u ocultas. Dichas reglas incluyen dos probabilidades, la
primera es que habréa cierta observacién, y la segunda es que ocurrird cierta transicion entre estados dado el estado
del modelo en un punto dado. Este método matematico permite solucionar cierto tipo de problemas: 1) dado el
modelo, encontrar la probabilidad de las observaciones; 2) dado el modelo y las observaciones, encontrar la

trayectoria de transicién mas probable entre estados; y 3) maximizar ya sea 1 6 2 ajustando los parametros del
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modelo. Para la construccién de un HMM se requiere de los siguientes elementos: un alfabeto finito que define
los estados observables, una coleccién finita de estados ocultos en el modelo, la probabilidad de observar el
estado 2 dado el estado 1 y por tltimo, las probabilidades de que ocurra la transicién entre un estado oculto y otro

en un solo paso (Rabiner y Juang, 1986).

Los HMM son efectivos modelando correlaciones entre simbolos, dominios o eventos por lo que han tenido éxito
en la resolucién de problemas biol6gicos como la prediccién de genes, alineamiento de secuencias y prediccion de
estructura secundaria de proteinas (Yoon, 2009). Tomando como ejemplo la aplicaciéon de los HMM en un
alineamiento multiple de secuencias, los perfiles del modelo convierten cada posicién en un sistema de puntaje
posicion-especifico adecuado para la bisqueda en bases de datos de homologos. Para cada columna del consenso
generado a partir del alineamiento muiltiple de familias de secuencias, los estados del modelo son; coincidencias o
matches, inserciones y deleciones. Un estado de coincidencia modela la distribucion de residuos a traves de esa
posicion, mientras que un estado de insercién o delecién, permite agregar o eliminar uno o mas elementos en la

columna dada y en la siguiente (Eddy, 1998).

Una vez identificadas y separadas las secuencias de interés en el metagenoma, éstas se agrupan en unidades
taxonomicas operacionales (OTUs por sus siglas en inglés) y la taxonomia se asigna a cada grupo ya sea
directamente por similitud con el mejor hit de la referencia o al ubicar su ultimo ancestro comtn (LCA por sus
siglas en inglés) cuando se toma en cuenta mas de un resultado para cada OTU (Droge y McHardy, 2012). En el
método de L.CA los resultados del mapeo se ponderan de acuerdo a un score dado, por ejemplo, por el porcentaje
de similitud entre la secuencia problema y las referencias contra las que se haya encontrado un match. Los
resultados se ubican dentro de un arbol filogenético de especies y en los casos donde los resultados son ambiguos
y apuntan a distintos nodos del arbol, la identidad se asigna al nivel que resulte ser comuin para todas las

coincidencias (Huson et al., 2007).

Se asume que la abundancia de secuencias de los genes marcadores se correlaciona directamente con la
abundancia de los genomas de los que provienen, lo que se puede interpretar como abundancia de taxa en la
comunidad ya sea de forma directa si no hay redundancia del marcador o pasando por una normalizacién cuando

el mismo se encuentra en multicopia.

Por otro lado, dentro de los métodos basados en composicion se incluyen aquellos que son independientes de la
prediccion de marcadores filogenéticos, por lo que se basan en caracteristicas observables directamente sobre las
secuencias, como por ejemplo, el contenido de GC. Los métodos mas populares de asignacion taxonémica basada
en composiciéon de secuencias, consisten en la clasificacion de las lecturas con base en firmas de k-meros
(secuencia con longitud “k” de bases, donde k es cualquier entero positivo de bases consecutivas) observables en
genomas de referencia y comparando su frecuencia en las lecturas metagenémicas. L.os métodos pueden tomar en
cuenta ya sea soOlo la presencia de k-meros o también su abundancia como evidencia de un origen taxonémico

comun entre la referencia y la secuencia problema (Kawulok and Deorowicz, 2015).
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Muchos métodos de anélisis bioinformdtico utilizan enfoques hibridos de las estrategias aqui descritas, por
ejemplo en un primer paso pueden usar los espectros de k-meros para separar las lecturas en paquetes y después
hacen la bisqueda de genes marcadores para darle identidad taxonémica a cada uno, esperando tener una sola

especie en cada grupo de secuencias.

Anotacién funcional: ensamble, prediccion de genes y asignacion de funcién

El ensamble se basa en el empalme de diferentes fragmentos de ADN que permitirdn alinear los extremos

similares y asi reconstruir secuencias lineales completas conocidas como contigs.

Algunos problemas que podrian afectar la calidad del ensamble son regiones de baja cobertura, mala calidad de
las secuencias, la longitud de las mismas en caso de que sean muy cortas y la existencia de secuencias repetidas
en los genomas. Las lecturas que contienen el mismo ADN repetitivo ensamblaran entre si aunque provengan de

regiones distintas del genoma, lo que ocurre por ejemplo, entre regiones conservadas de operones ribosomales.

En general, la cobertura del ensamble va de la mano con la profundidad de la secuenciacién y la complejidad de la
comunidad. Para el caso de las especies menos abundantes, menos copias de sus genomas habran sido

secuenciados y menos probable sera ensamblar secuencias largas (Luo et al., 2012).

Una forma de abordar el problema de las regiones repetidas es el uso de lecturas pareadas o “mate pairs”, lo que
facilita el ensamble cuando el tamafio del inserto es mayor que la region repetida, de modo que sabemos que esas

dos lecturas van juntas a una distancia igual al tamafio del fragmento.

Actualmente se han desarrollado ensambladores especificos para la reconstruccion de fragmentos metagenémicos
a partir de lecturas cortas. Estos funcionan mediante la construccién de graficas de Bruijn, cuyo fundamento se
basa en encontrar la secuencia de letras que pudiera contener todas las posibles subcadenas de una longitud “k”
dada (k-meros) a través de un alfabeto (Compeau et al., 2011). En la Figura 5 se muestra un ejemplo del método

aplicado al ensamble de secuencias cortas.

[

£) Secuenciacidn de
lecturas cortas

9

Ganoma circular

(Gacetee]  [CAATGGC )

Genoma : ATGGCGTGCA

Método de ensamble tradicional basado en empalmes

Método basado en gréficas de Bruijn
Figura 5. Representacion de los algoritmos de ensamble de lecturas de ADN. Modificado de Compeau et al., 2011.
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Intuitivamente, las lecturas con alta similitud de secuencia deben compartir k-meros en las regiones superpuestas.
Dichos k-meros son generalmente mas faciles de encontrar que los solapamientos, por eso con esta estrategia se
optimiza el tiempo y el costo computacional del ensamble. La eleccién del tamafio de k-mero es importante para
generar el mejor ensamble posible. Este debe ser lo suficientemente grande como para evitar solapamientos

azarosos Yy lo suficientemente pequefio como para que ocurran la mayoria de los solapamientos verdaderos.

La calidad del ensamble se mide en funcion del tamafio y nimero de contigs obtenidos. Generalmente se toma en
cuenta en las estadisticas la longitud méaxima, la longitud promedio, el total de bases ensambladas, y el N50 o
N90. El célculo de N50 se obtiene ordenando los contigs de mayor a menor tamafio y se suman sus longitudes por
ese orden hasta alcanzar el 50% del tamafio del genoma o del total de bases ensambladas en el metagenoma. La

longitud del ultimo contig afiadido es el valor N50 (Miller et al., 2010).

Los programas disefiados para hacer la predicciéon de genes en secuencias metagenémicas, se basan en la
aplicacion de modelos heuristicos por métodos de cadenas de Markov generados a partir de parametros
observados en genomas de referencia. Estos algoritmos utilizan las caracteristicas de las secuencias codificantes
como uso preferencial de codones, frecuencia de aparicién de dicodones, patrones en el uso de codones de inicio y
paro, contenido de GC y tamafio de marcos de lectura abiertos (ORFs por sus siglas en inglés) asi como patrones
de secuencias identificadas como de unidn al ribosoma para predecir posibles genes en la secuencia problema (Liu

et al., 2013).

Una vez que se ha generado el archivo de posibles secuencias codificantes, el siguiente paso es la asignacion de
funcién. Esto se puede llevar a cabo en secuencias de nucledtidos, o preferentemente, en secuencias de

aminoacidos.

Una forma de asignar funcion basada en homologia, es por alineamientos locales usando casi siempre alguna
version de BLAST, contra bases de datos de secuencias de proteinas bien curadas como por ejemplo la de Swiss-
Prot (Boeckmann et al., 2005, disponible por: http://web.expasy.org/docs/swiss-prot guideline.html). Dicho
método es computacionalmente costoso dependiendo el tamafio de la base de datos y el ntimero de secuencias
problema. Otro método cuya ventaja es que se puede aplicar cuando los porcentajes de identidad contra las
secuencias en bases de datos de referencia como NR son bajos, es la predicciéon de dominios conservados de
proteinas mediante la extrapolacion de los ya mencionados HMM (Eddy, 2011) contra bases de datos como la de
Pfam (Finn et al., 2016, disponible por: http://pfam.xfam.org/). Este enfoque permite la prediccion de proteinas
nuevas con dominios conocidos. Adicionalmente se pueden buscar caracteristicas especificas sobre las secuencias
predichas como péptido seflal o dominios transmembranales, informacién que puede ser de utilidad en el
momento de darle sentido biolégico a los resultados. El andlisis se puede complementar con el uso de
herramientas para la prediccion de genes de secuencias no codificantes como por ejemplo los CRISPRs o

clustered regularly interspaced short palindromic repeats (Rho et al., 2012).

De cualquier forma, es importante resaltar que se ha observado en secuencias de ORF predichas a partir de datos
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metagenémicos que sélo del 20 al 50% de las mismas pueden ser anotadas contra bases de datos como SEED, en
sistemas taxonémicamente muy diversos tales como muestras de aguas marinas superficiales (Gilbert et al.,
2010), dejando la pregunta inmediata de cuédl es la importancia y la funciéon de los genes sin anotacién

denominados como ORFans.

Dichos ORFans son responsables de la aparentemente interminable novedad genética en los metagenomas
microbianos. Existen tres hip6tesis sobre la existencia de esta fraccién desconocida, una de ellas es que los
ORFans podrian simplemente reflejar secuencias no codificantes predichas erroneamente debido a los algoritmos
de deteccioén imperfectos; otra explicacién es que los ORFans son genes reales, pero codifican para funciones
bioquimicas desconocidas; y la dltima es que aunque los genes sin anotacién no tienen una identidad de secuencia
lo suficientemente alta con genes conocidos para considerarlos homologos, si podrian tener similitud estructural
con proteinas descritas previamente, por lo que representan familias de proteinas con funcién y estructura
tridimensional conocida pero con secuencia de aminoacidos muy diferente a lo que hay en las bases de datos

(Thomas et al., 2012).
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3. Justificacion

Los alimentos fermentados en general y los quesos elaborados artesanalmente en particular, son un reservorio de
microorganismos no siempre estudiados que poseen actividades metabdlicas interesantes desde el punto de vista
alimentario. El andlisis bioinformatico del metagenoma del queso Cotija permitira la caracterizacion del consorcio
bacteriano presente en una muestra representativa con tres meses de maduracién, tiempo que los productores
consideran como minimo para la venta del producto; asi como la deteccién de funciones metabélicas relacionadas

con la produccién de compuestos de olor y sabor y otras relacionadas con su inocuidad.

En la actualidad existen pocos reportes de analisis metagenémico en alimentos de fermentacién espontanea y muy
pocos sobre quesos madurados, por lo que los resultados que se obtengan seran una aportacién relevante en el

campo de la biotecnologia y microbiologia de alimentos.

4. Hipotesis
Se espera que el queso Cotija artesanal madurado Region de Origen, por poseer caracteristicas de potencial redox
negativo, pH y actividad acuosa bajos, tenga una poblacion bacteriana de baja complejidad taxondmica, misma
que podra ser descrita en su totalidad con la metodologia propuesta y que estard conformada principalmente por

miembros del Phylum Firmicutes.

A nivel de perfil metabodlico, se espera que la bateria de genes codificantes de la comunidad microbiana esté

relacionada con las caracteristicas del nicho del que proviene.

5. Objetivos
5.1. Objetivo general

Llevar a cabo la caracterizacion taxondémica y del potencial metabdlico de la microbiota bacteriana presente en
una muestra representativa de queso Cotija que cumple con el tiempo minimo de maduracién (3 meses) mediante

el andlisis bioinformatico del metagenoma.
5.2. Objetivos particulares
Extraer del queso Cotija ADN metagenémico de buena calidad util para secuenciacién masiva.

Describir la diversidad bacteriana y evaluar la presencia de bacterias coliformes y patogenos a partir del resultado

de riqueza y abundancia de especies bacterianas con base en diferentes marcadores filogenéticos.
Reconstruir los genomas de las especies dominantes a nivel de drafft.

Buscar genes relacionados con la producciéon de compuestos de olor y sabor en quesos, asi como de genes
codificantes para bacteriocinas como parte de la descripcién del perfil metabolico de la comunidad mediante la

anotacion funcional de marcos de lectura abiertos.
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6. Diagrama Experimental
Para alcanzar los objetivos planteados, se propone la metodologia que se ilustra en la Figura 6. En cada paso se
utilizaron herramientas bioinformaticas especificas que se detallan en la descripcion del anélisis bioinformatico de

secuencias en la seccién de metodologias.

Extraccidon de ADN total de un pool de 25
muestras de queso Cotija auténtico

L

Secuenciacién
HiSeq2000, paired-end, 100 bp

\
Andalisis bioinformatico

1
L 4
Y Ensamble
Extraccion de marcadores .
(16S rRNA y copia tnica) y Funcion
Prediccion de
Y ORFs
Diversidad y * *
dominancia
Blast contra Hmmer contra
Swiss-Prot PfamA
Y A
Reconstruccion de Reconstruccion de
genomas metabolismo
y \ i Y
Taxonomia Andlisis de funciones de interés

Figura 6. Diagrama general de la estrategia de analisis del metagenoma bacteriano de queso Cotija.

7. Metodologias
7.1. Muestras de queso Cotija Region de Origen
Se tomaron 25 muestras de queso Cotija provenientes de alguno de los municipios pertenecientes a la zona
productora (Figura 1). La distribucion geografica de la procedencia de las muestras es la siguiente: 5 del
municipio de Tocumbo, 8 de Cotija, 4 de Quitupan, 4 de Jilotlan y 4 de Santa Maria del Oro. Todas ellas cumplen

con las especificaciones de la norma de queso Cotija (NMX-F-735-COFOCALEC, 2011) y con la cuenta de
coliformes fecales establecida en la NOM-243-SSA1, 2010. Se pesaron 100 g de cada uno de los quesos
homogeneizados a un tamafio de particula de 2 mm y se hizo una mezcla que fue almacenada en una bolsa

pléstica de cierre hermético en refrigeracion hasta su uso.
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7.2. Extraccién de paquete celular (Zafiga, 2009) y de ADN total (Ampe et al., 1999; Yuan et al., 2012)

Se pesaron 15 g de la mezcla de quesos en la campana de flujo laminar dentro de bolsas para Stomacher (Seward)
con 40 mL de citrato de sodio al 2% p/v, pH 8.0, previamente estéril. L.a mezcla se homogenizé en Stomacher 400
Circulator (Seward) durante 2 min a alta velocidad para llevar a cabo la ruptura mecanica de la matriz del queso.
A continuacién se adicion6 1 mL de solucién de Neutrasas (Novo Nordisk) con el fin de romper la red proteinica
y se mezcl6 a alta velocidad en Stomacher durante 5 min. La bolsa se incubd a 45°C durante 1 h en agitacién a
100 rpm y al finalizar la incubacion la mezcla se dividi6 en dos tubos Falcon estériles de 50 mL y se centrifug6 a
3,500 rpm (2,160 X g) durante 7 min a 4°C para separar las fracciones de particulas mayores y grasa de las células

de microorganismos que se encontraban suspendidas en la fase acuosa.

La fase intermedia (acuosa) se transfirié a un tubo de 50 mL estéril con ayuda de una micropipeta de 5 mL y se se
centrifugd a 12,000 rpm (22,050 X g) durante 10 min a 4°C. El sobrenadante se desechd y el pellet se lavo 3 veces
con solucion salina al 0.85% p/v, pH 7.0, estéril. En el pellet se encontraba el paquete de microorganismos que se

puedieron separar de los 15 g de queso.

El pellet lavado se resuspendio en 1 mL de solucién salina en un tubo Eppendorf de 2 mL y se centrifug6 a 12,000
rpm (13,300 X g) durante 5 min. El sobrenadante se eliminé y cada paquete celular se resuspendié en 1 mL de
buffer para DNasa I (100 mM Tris pH 7.5, 25 mM de MgCl, y 5 mM de CaCl.). Se adicion6 a cada tubo 1 U de
Dnasa I con el fin de eliminar el ADN contaminante (Willner et al., 2009) de vaca. Las mezclas se incubaron
durante 10 minutos en termomixer con agitacion a 300 rpm de acuerdo a los resultados que se reportan en el
Anexo 3. Al término de la incubacién, la DNasa I se inactivd con un tratamiento de 10 minutos a 75°C y los tubos
se centrifugaron a 14,000 rpm (18,200 X g) durante 10 minutos en microcentrifuga para después congelarlos a

-20°C toda la noche.

Cada pellet se resuspendi6 en 450 pL. de buffer TE y se adicionaron 50 pL de una solucién de lisozima de 10
mg/mL (en buffer 100 mM Tris-HCl y 50 mM de EDTA, pH 8.0) y 10 pL de una solucién de mutanolisina a una
concentracién de 1U/ pL (en buffer TE). Las muestras fueron agitadas en vortex durante 1 min e incubadas
durante 1 h a 37°C en termomixer con agitacion a 200 rpm. A cada tubo se adicion¢ la cantidad de RNasa A de
pancreas de bovino necesaria para alcanzar una concentracién final de 0.6 pg/mL y se incub6 durante 30 min a
37°C. Terminado este tiempo, se adicionaron 50 pL de una solucién 10 mg/mL de proteinasa K (en buffer 10 mM

Tris-HCI, pH 7.5) a cada tubo y se incubaron durante 50 min a 50°C y luego por 10 min a 65°C.

La mezcla se dejd enfriar hasta 37°C y se adicionaron 50 pL de SDS al 10% p/v y se incub6 a 37°C por 40 min
mas. La mezcla se dej6 enfriar a temperatura ambiente y se agregaron 200 pl. de una soluciéon de NaCl 6M,
mezclando lentamente por inversion. Se adicionaron 400 pL de una solucién de fenol-cloroformo-isoamilico
25:24:1 en la campana de flujo laminar, la mezcla se agit6 en vortex durante 30 s y se centrifugd a 14,000 rpm
(18,200 X g) durante 10 min a 4°C para recuperar la fase acuosa que contenia el ADN. Esta se transfirié a un tubo

Eppendorf de 2 mL limpio y la extraccion se repitié centrifugando hasta que la interfase organica fue nula.
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Adicionalmente a la extraccién se llevaron a cabo dos pasos de lavado con cloroformo para eliminar las trazas de
fenol y por ultimo se adicioné 1 mL de etanol al 100% v/v frio, se agité por inversién de 2 a 5 veces y se incubé a
-20°C durante minimo una hora. La mezcla se centrifug6 a 14,000 rpm (18,200 X g) durante 10 min en frio y el

pellet se lavé con 300 pL de etanol al 75% v/v centrifugando 2 minutos en las mismas condiciones.

Se desechd el etanol y se evapord el remanente en SpeedVac durante 15 minutos a 37°C. El pellet seco se
resuspendi6 en 50 pL de agua grado biologia molecular y los tubos se calentaron a 65°C durante 15 minutos para
su total hidratacion. Se llevo a cabo un paso extra de purificacién pasando por columna del kit de purificacién

QIAquick de Qiagen siguiendo las especificaciones del fabricante.

Se midi6 concentracion y pureza del ADN total por método espectrofotométrico (en equipo Epoch, BioTek) y en
gel de agarosa al 1% y las extracciones se almacenaron en congelacion a -20°C. La biblioteca se construy6 en la
unidad de secuenciacién masiva y bioinformatica del Instituto de Biotecnologia (IBt) de la UNAM en
Cuernavaca, Mor., con el kit TruSeq v2 (Illumina Inc.) y la secuenciacion se llevd a cabo en el Laboratorio
Nacional de Genémica y Diversidad (LANGEBIO) en Irapuato, Gto., en el equipo HiSeq2000 con configuracién

pareada de 100 ciclos.

7.3. Andlisis bioinformatico de secuencias

Las calidades de las secuencias crudas fueron visualizadas con el programa FastQC (disponible por:
http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk). Las secuencias crudas fueron mapeadas contra el genoma de Bos
taurus con BWA v0.7.9 (Li y Durbin, 2009) con el fin de identificar contaminaciéon por ADN de vaca en el

resultado de la secuenciacion.

Anotacién taxonémica

La asignacion de identidad taxonomica y el calculo de abundancias se llevd a cabo mediante dos pipelines de
acceso libre sobre las lecturas sin ensamblar. El primero de ellos es MOCAT v1.3 (Kultima et al., 2012),
desarrollado en el European Molecular Biology Laboratory y el Beijing Genomics Institute. El software acepta
como entrada un archivo en formato fastq con lecturas crudas. En un primer bloque, el pipeline hace el filtrado de
las secuencias y las recorta por calidad con el software SolexaQA (score Phred<20) y usando cédigo interno.
Tiene la opcién de hacer el escrutinio de secuencias contaminantes por ejemplo de humano o a partir de cualquier
genoma de referencia correctamente indexado, asi como la bisqueda y eliminacién de adaptadores mediante
alineamientos con SOAPaligner y USEARCH. En el segundo bloque, las lecturas filtradas son usadas en la
blisqueda de secuencias de genes marcadores de copia tnica para lo que utiliza cédigo interno y SOAPaligner con
un valor de corte de 97% identidad y hasta 5 bases distintas contra la base de datos mOTU v1 que consiste en

secuencias de genes marcadores extraidos de 3,496 genomas bacterianos completos procedentes del NCBI
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(incluyendo RefMG v1 compuesta por genes extraidos de 1,753 genomas bacterianos de referencia) y 263
metagenomas disponibles publicamente de los proyectos de MetaHIT y HMP. Los perfiles obtenidos son
abundancias de mOTUs y no todos pueden ser asignados taxon6micamente, sélo representan de forma robusta
clusters de especies, que todavia no es informacion taxonomica. La abundancia de taxa y la asignacién
taxonomica a nivel de especie, se obtienen por alineamiento contra la base de datos RefMG. En un tercer bloque,
el software tiene la opcién de llevar a cabo el ensamble de lecturas con SOAPdenovo con un paso de revisién para
eliminar indeles y quimeras con SOAPaligner y BWA, predecir secuencias codificantes ya sea con

MetaGeneMark o Prodigal y extraer genes de copia tinica de marcadores individuales mediante fetchMG.

En el analisis del metagenoma de queso Cotija s6lo utilizamos los dos primeros bloques de MOCAT, que incluyen

el fitrado y recorte de las secuencias por calidad y la anotacion taxondmica de las mismas.

La segunda herramienta es Parallel-Meta v2.4 (Su et al., 2014), que fue desarrollada por el Qingdao Institute of
BioEnergy and Bioprocess Technology, Chinese Academy of Sciences y fue disefiada para paralelizar el analisis
masivo de datos metagendémicos en la obtencion de informacién taxonémica y funcional. La anotacion
taxonOmica se realiza por prediccion de secuencias ribosomales mediante modelos ocultos de Markov e
interrogando alguna de las bases de datos de genes ribosomales disponibles como GreenGenes (DeSantis et al.,
2006), Ribosomal Database Project o RDP (Cole et al., 2014), SILVA (Quast et al., 2013) y una mas destinada al
andlisis de metagenomas porvenientes de cavidad oral, mediante el algoritmo BLAST con un valor esperado de
corte predeterminado de 1e-30. El programa incluye bases de datos. El pipeline tiene la opcién de hacer el analisis
taxonémico con el gen marcador 16S para procariontes o con el 18S para eucariontes; y la anotacién funcional
con los pasos de ensamble con Velvet, prediccion de genes con FragGeneScan y la anotacién mediante BLAST
contra la base de datos de familias de proteinas organizadas en subsistemas del SEED. El software genera
diagramas interactivos de abundancia y clasificacion (conocidos como Kronas por el programa con el que se
generan) de la informacién taxondmica y funcional, asi como arboles filogenéticos. En el andlisis de las
secuencias del metagenoma de queso Cotija se utilizé tinicamente el modulo de anotacién taxonémica contra la

base de datos del RDP y las btisquedas se realizaron con un valor de corte esperado (E-value) de 1le-15.

A partir de las tablas de anotacion obtenidas se construy6 la curva de rarefaccién usando el paquete vegan v2.3.0
(Oksanen et al., 2015) y se calcularon los estimadores de diversidad con el paquete phyloseq v1.12.2 (McMurdie
y Holmes, 2013), disponibles por Bioconductor, de R.

Todos los programas fueron instalados en el servidor de la Unidad de Secuenciacién Masiva y Bioinformatica del

Instituto de Biotecnologia, UNAM, campus Cuernavaca, Mor.

Anotacion funcional

El andlisis funcional se realiz6 con una propuesta nueva que requiere de varios pasos independientes. El primero
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de ellos fue el ensamble de las lecturas crudas sin filtrar con el software disefiado para metagenomas IDBA-UD
v1.1.1 (Peng et al., 2012). Esta herramienta es un ensamblador iterativo de novo de secuencias cortas que se basa
en la construccién de graficas de Bruijn (Figura 5). En cada iteracion, los contigs cortos y de baja cobertura se
eliminan con umbrales de corte cada vez mas estrictos. La informacién que brinda el uso de lecturas pareadas se
utiliza para hacer ensambles locales que permiten generar k-meros no observados en regiones de baja
profundidad. Con este enfoque IDBA-UD minimiza los gaps o huecos en el alineamiento y la formacién de
burbujas cuando hay méas de un posible camino a seguir durante el ensamble, lo que permite formar contigs mas
largos que con otros ensambladores. Con el fin de obtener una estadistica sobre el niumero de lecturas utilizadas en

el ensamble, se mapearon todas las lecturas sobre los contigs usando BWA v0.7.9.

La prediccién de secuencias codificantes se realizé sobre el ensamble usando MetaGeneMark v2.1.0 (Zhu et al.,
2010), y con las secuencias traducidas a aminoacidos se hizo la anotacién por homologia contra las bases de datos

de Swiss-Prot y Pfam-A.

UniProtKB/Swiss-Prot es el componente anotado manualmente de UniProtKB. UniProt es una colaboracién entre
el European Bioinformatics Institute, el Swiss Institute of Bioinformatics y el Protein Information Resource. Esta
base de datos contiene registros con informacién de funcion sustentada experimentalmente extraida de la literatura
y curados mediante andlisis computacional. Por otro lado, la base de datos de Pfam esta construida a base de una
gran coleccién de familias de proteinas curadas manualmente, cada una representada por alineamientos multiples
y perfiles de HMM, dichos perfiles pueden a su vez estar agrupados en clanes donde se representa mas de una

familia de secuencias en una superfamilia (Finn et al., 2014).

Dado que la buisqueda de similitud contra secuencias de proteinas mediante alineamientos locales es
computacionalmente muy costosa, la anotacién contra Swiss-Prot se llevd a cabo sobre paquetes de secuencias
problema de maximo 10,000 aminoacidos. La primera serie de alineamientos se realiz6 con umbral de E-
value=1e-5 con el algoritmo ublastp (Edgar, 2010) del paquete de USEARCH v7.0.1090, que es mas rapido que
Blast. Con las secuencias que quedaron sin anotar de este paso, se volvieron a generar paquetes del mismo tamafio
y se corrieron alineamientos con el algoritmo blastp de BLAST v2.2.28+ (Camacho et al., 2009) contra la misma

base de datos nuevamente con un valor de corte de E-value=1e-5.

A la par, se generaron resultados de bisquedas de dominios conservados mediante el algoritmo hmmerscan de
HMMER v3.1b1 (Eddy, 2011) contra los perfiles de la base de datos Pfam-A (Finn et al., 2016). Los resultados se
integraron adaptando el software Trinotate v2.0.1 (Grabherr et al., 2011), lo que permiti6 agregar informacion
sobre los términos de GO e identificadores de grupos ortélogos de COG asociados a cada gen con anotacién.

De forma independiente a esta anotacion, la reconstruccién de rutas metabdlicas del metagenoma se realizo
mediante GhostKOALA v2.0 (Kanehisa et al., 2016, disponible en linea por: http://www.kegg.jp/ghostkoala/), que
es una herramienta de anotacion interna de la Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) (Kanehisa y

Goto, 2000). Esta asigna identificadores “K” a la secuencia problema mediante el buscador GHOSTX contra una
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base de datos de genes no redundante del KEGG.

La buisqueda de funciones de interés relacionadas con la produccién de compuestos de olor y sabor se llevd a cabo
mediante el escrutinio de enzimas especificas a partir del resultado de la anotacién con Swiss-Prot asi como de
rutas metabolicas completamente reconstruidas reportadas en la literatura como responsables de la sintesis de

compuestos que aportan al perfil sensorial en quesos.

En la bisqueda de bacteriocinas, se seleccionaron una serie de identificadores de dominios funcionales presentes
en proteinas estructurales de bacteriocinas o relacionadas con su sintesis y sistema de inmunidad que protege a la
célula productora. Dichos identificadores se utilizaron para hacer biisquedas en la tabla de anotacién obtenida por
HMMER. A partir de este resultado, se identificaron todos los contigs que contuvieran genes con la anotacién de
interés y se hizo la transferencia de anotacién de los ORFs adyacentes considerando una ventana de diez genes rio
arriba y diez genes rio abajo con el fin de identificar la mayor cantidad de secuencias codificantes para
bacteriocinas ain cuando no se encontrara su anotacién. Finalmente, cuando alguno de los genes dentro de la
ventana o cluster no tuvo anotacion de Pfam, se recurrié a la busqueda de su resultado contra Swiss/Prot, y en
caso de que no la hubiera se hizo una bisqueda nueva con el algoritmo BLAST contra la base de datos de NR
(non-redundant) por ser una de las bases de datos méas grandes de secuencias de genes. Este analisis se

complement6 con una busqueda en las bases de datos de la herramienta BAGEL3 (van Heel et al., 2013,

disponible en linea por: http://bagel2.molgenrug.nl/index.php/bagel3).

Reconstruccion de genomas

Se llevé a cabo la recostruccion de los genomas de las especies mas abundantes en el metagenoma con el pipeline
ABACAS v1.3.1 (Assefa et al., 2009). Dicho software mapea los contigs metagendmicos contra cada genoma de
referencia usando MUMmer y después les da orientaciéon y genera una pseudomolécula que corresponde al
genoma reconstruido. La visualizacién del genoma en una grafica circular con respecto a su referencia se obtuvo

con el software BRIG v0.95 (Alikhan et al., 2011).

Adicionalmente, se mapearon las lecturas crudas sobre cada referencia con el software BWA v0.7.9 con el fin de
obtener un estimado de la cobertura para cada genoma. Los genomas de referencia que se usaron fueron los de las
cepas de Lactobacillus plantarum WCFS1, Leuconostoc mesenteroides ATCC 8293 y Weissella
paramesenteroides ATCC 33313, con numeros de acceso en el NCBI NC_004567.2, NC_008531.1 y
NZ_ACKUO00000000.1, respectivamente.

8. Resultados y discusion

A partir del ADN extraido de la mezcla de 25 muestras de quesos Cotija, se construy6 una sola biblioteca, misma

que fue secuenciada por la tecnologia de Illumina como se detalla en la parte final de la seccién 7.2. Extraccién de
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paquete celular y de ADN total.

Como resultado de la secuenciacion se obtuvo un total de 226,458,970 lecturas con longitud promedio de 100 bp a
partir de fragmentos con una longitud de ~500bp. De éstas, alrededor de un 5% mapearon sobre el genoma de Bos
taurus lo que indica que el tratamiento con DNasas antes de la ruptura de las células en la extraccién de ADN fue

adecuado (Anexo 1).

8.1. Reporte de calidad
En las Figuras 7A y B se muesta el diagrama de las calidades en score Phred para cada posicion de las lecturas
pareadas. Lo ideal es que todas las medias (linea azul) se mantengan por arriba del valor de 28, que corresponde a

la zona verde en el fondo de la grafica.

40 - -
- SENRRNRES

 PTEEEEEL -
] um;uggﬁ S minnn

AT T s e o s e ma e v e ses vave ner v B o s s e v i ma s s s ses 7ave wes wes

Figura 7. Box plot de calidad para las secuencias obtenidas por la secuenciacion en sentido 5' (A) y en sentido 3' (B).

El decaimiento de la calidad en las tltimas posiciones es un fenémeno que ya se ha reportado y que se relaciona
con el dafio que ocasiona al ADN la exposicion al laser, aunado a que el llamado de bases es un concenso en un
cluster de moldes y a que no todas las hebras se sintentizan a la misma velociad. Dicha desincronizacién deriva en
una acumulacion en la tasa de error (Fuller et al., 2009).

Por otro lado, el decaimiento drastico que se observa en la segunda posicién de la Figura 7B, es atipico, y pudo
deberse a un problema relacionado con el desempefio del equipo durante el proceso de secuenciacion. Cabe
mencionar que a pesar de la caida de la calidad en las lecturas en sentido 3/, la media de la calidad se encuentra
siempre en la zonda verde.

En cuanto a la frecuencia de nucleétidos en las secuencias, la cantidad relativa de cada base refleja su proporcion
en el metagenoma y en ningun caso se esperaria que fuera extremadamente desbalanceada. En el caso del
metagenoma de queso Cotija (Figura 8A) se observa, en términos generales, una adicion preferencial de timina y
adenina en todas las posiciones lo cual se relaciona con un contenido de GC menor al 50% en los fragmentos
genomicos que conforman la muestra.

En la distribucién del contenido de GC en la poblacién total de las lecturas se observan dos picos (Figura 8B,

linea roja). El primero de ellos corresponde a la poblacion mas grande de secuencias con un maximo en 43% y el
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segundo indica una poblacién de menor abundancia con pico maximo en 71%.

Dados los contenidos de GC, las distribuciones de las lecturas podrian corresponder por un lado al Phylum de los
Firmicutes, que es representativo de bacterias Gram positivas con bajo contenido de GC, y por otro, al de
Actinobacteria en el que se clasifica a las bacterias Gram positivas generalmente con contenido de GC mayor al
55% (Doroghazi y Metcalf, 2013). De acuerdo a los antecedentes, se esperaba que la comunidad bacteriana del
queso Cotija estuviera conformada principalmente por Firmicutes. En cuanto a las actinobacterias, no habian sido
detectadas en queso Cotija anteriormente, aunque se encuentran con relativa frecuencia en andlisis
metagenémicos de alimentos fermentados naturalmente de origen vegetal (Jung et al., 2011; Lyu et al., 2013; Xie

et al., 2013).

A BT e e B T e T T T B: St isnnmaonnse s eraes
Figura 8. Gréfica de contenido de nucleétidos por posicion (A) y distribucién del %GC (B). Se muestran tinicamente los
resultados del anélisis del conjunto de secuencias obtenidas en sentido 5'.

Un anadlisis del contenido de GC sobre las lecturas ensambladas confirmé que la fraccién de lecturas minoritaria

de alto contenido de GC no es producto de secuencias artefacto derivadas de errores de secuenciacion.

Si la generacidn de secuencias de alto contenido de GC hubiera sido asarosa, habria sido imposible ensamblarlas
en fragmentos de longitud mas de 200 bases. La calidad y abundancia de dichas lecturas permiti6 hacer la
reconstruccion de fragmentos genémicos, lo que respalda el hecho de que éstos representan una poblaciéon real

que forma parte de la estructura poblacional del metagenoma. (Figura 9).
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Figura 9. Histograma de distribucién de contenido de GC en los contigs ensamblados.
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8.2. Andlisis taxonomico

La anotacién de las secuencias metagenomicas de queso Cotija con genes marcadores de copia Unica permitié

identificar una riqueza de 45 géneros bacterianos en los que se encuentran contenidas 86 especies diferentes, la

mayoria de ellas Firmicutes (99.8%) y algunas de los phila Actinobacteria (~0.1%) y Proteobacteria (~0.01%).

Estas actinobacterias forman parte de la subpoblacién de alto contenido de GC observada en las Figuras 8B y 9.

Para fines practicos de este andlisis, los géneros bacterianos se clasificaron en tres grupos claramente definidos de

acuerdo a su abundancia. Se consider6 como dominantes a todos aquellos que presentaran mas del 10% de

abundancia; subdominantes si estaban entre el 1 y el 10% y como pobremente representados a los que tuvieran

menos del 1% de abundancia relativa total. La poblaciéon dominante estuvo compuesta por tres géneros que

representan mas del 80% de la riqueza total de especies, mientras que en la fracciéon subdominante se observaron

cuatro géneros mas (Tabla 2). Los otros 38 géneros detectados forman parte de la poblacién no dominante.

Tabla 2. Anotacién taxonémica de la fraccién que representa mas del 1% de la riqueza total relativa

Marcadores de copia Unica

Gen 16S ADNr

Abundancia
Género® Especie® Género®
Dominante Lactobacillus (33.4) plantarum (95.9) Lactobacillus spp. (20.7)
farciminis (2.0)
brevis (0.7)
rhamnosus (0.7)
casei (0.5)

Weissella (26.7)

Leuconostoc (21.9)

Subdominante Aerococcus (8.3)

Enterococcus (6.3)

paracasei (0.05)
coryniformis (0.01)
buchneri (<0.01)
paramesenteroides (99.98 )
cibaria (0.02)
mesenteroides (99.9)
citreum (0.03)
kimchii (<0.01)

sp. C2 (<0.01)
viridans (100)
faecium (51.0)
italicus (29.7)
faecalis (16.8)
casseliflavus (1.5)
gallinarum (0.7)

sp. 7L76 (0.3)

Weissella spp. (29.6)

Leuconostoc spp. (11.3)

Aerococcus spp. (8.9)
Enterococcus spp. (3.4)
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Lactococcus (2.0) garvieae (71.2) Lactococcus spp. (2.5)
lactis (28.8)
Staphylococcus (1.1)  aureus (84.9) Staphylococcus spp. (3.0)
saprophyticus (13.7)
carnosus (0.7)
epidermidis (0.5)
haemolyticus (0.1)
hominis (0.05)
Iugdunensis (0.01)
Bavariicoccus spp. (2.2)
Marinilactibacillus spp. (2.2)
Pediococcus spp. (2.0)
Bacillus spp. (1.9)
Fructobacillus spp. (1.4)
Alkalibacterium spp. (1.4)

Carnobacterium spp. (1.0)

*En paréntesis la abundancia relativa de cada género con respecto a la abundancia total. * En paréntesis la abundancia relativa
con respecto al 100% de su género respectivo.

Contrastantemente a lo obtenido en el analisis por genes marcadores de copia tnica, en la anotacién con el gen
ribosomal 16S se detect6 una riqueza de 574 géneros bacterianos, un orden de magnitud mas que con el enfoque
anterior, de los cudles el 98% fueron Firmicutes y el resto fueron identificados en los Phyla Actinobacteria y
Proteobacteria de todas las clases, y otros minoritarios dentro de los Phyla Acidobacteria y Bacteroidetes, asi

como algunos géneros dentro del dominio de las Archaeas (Figura 10).

La fraccion dominante estuvo integrada por los mismos tres géneros bacterianos identificados por marcadores de
copia tnica, y en el caso de la poblacién subdominante siete géneros mas se integraron a la lista (Tabla 2). De los
siete géneros bacterianos que no aparecen como subdominantes por copia tnica, Pediococcus (acidilactici y
pentosaseus) y Bacillus (cereus y subtilis) fueron identificados como parte de la poblacién que representa menos
del 1%; mientras que Bavariicoccus, Marinilactibacillus, Fructobacillus, Alkalibacterium y Carnobacterium no
fueron identificados mediante marcadores unicopia. Los méas de 500 géneros bacterianos restantes tuvieron una

abundancia relativa menor al 1%.

Lo anterior indica que la anotacién taxonémica basada en el gen ribosomal 16S permite observar una mayor
riqueza de géneros bacterianos debido a la disponibilidad de bases de datos mas grandes. Las bases de datos
incluidas en cada pipeline son de diferente tamafio, RDP tiene 8,127 entradas para eubacterias y 295 para

Archaeas, mientras que RefMG tiene 3,319 y 130, respectivamente.
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Figura 10. Cladograma de la anotacién taxonémica de los principales Phyla detectados por el andlisis del gen ribosomal 16S
contra la base de datos RDP usando Parallel-meta v2.4. Algunos clados se resaltan en los nodos terminales: en rosa las
haléfilas (Tetragenococcus, Marinilactibacillus, Halolactibacillus, Alkalibacterium, Dehalobacter, Thermohalobacter,

Halanaerobiales, Haloglycomyces, Thiohalomonas, Desulfohalobium, Halomonas, Halobacterium, Haloquadratum); en azul

las coliformes (Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, Hafnia, Escherichia) y en verde aquellos géneros que representan mas
del 1% de abundancia total relativa (Bacillus, Staphylococcus, Aerococcus, Enterococcus, Lactobacillus, Pediococcus,

Leuconostoc, Weissella, Lactococcus, Alkalibacterium, Carnobacterium, Marinilactibacillus, Bavariicoccus, Fructobacillus).

Figura generada con GraPhlAn v0.9.7 (Asnicar et al., 2015).

Por otro lado, la anotacién con genes codificantes de copia Unica permite obtener resolucién a nivel de especie.
Esto es debido a que la variabilidad en el gen ribosomal 16S est4 limitada por su funcionalidad en la maquinaria
traduccional, lo que resulta en un alto grado de conservacion en la secuencia entre especies lo que indica que una

alta similitud de secuencias de genes ribosomales no implica necesariamente identidad a nivel de especie (Fox et
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al., 1992; Klappenbach et al., 2000), adicional y contrastantemente se ha reportado que la heterogeneidad
intragenomica de este gen multicopia puede llegar a ser de hasta 6.5% (Cilia et al., 1996; Wang et al., 1997). Por
estas razones, en trabajos de reconstruccion de la estructura de comunidades microbianas y estimacién de la
diversidad, se recomienda complementar los resultados con el andlisis de genes marcadores de copia tinica que

podrian llegar a ser incluso mas confiables que los obtenidos por 16S ADNr (Bonilla-Rosso et al., 2012).

De los 45 géneros detectados por marcadores de copia tnica, 38 se encuentran también en el resultado del analisis
con el ribosomal 16S. Los siete restantes pertenecen a los géneros Agrobacterium, Delftia, Frankia,
Geodermatophilus, Kytococcus, Nakamurella y Pantoea, que a nivel de familia si fueron detectados en ambos

casos. Cabe mencionar que ninguno de éstos géneros representa mas del 0.0005% de la riqueza total.

Finalmente cabe sefialar que ambos resultados de anotacién taxon6mica son congruentes y complementarios entre

si sobre todo en poblaciones dominantes.

Calculo de indices de diversidad y esfuerzo de muestreo

De acuerdo a la anotacién taxonémica obtenida con el marcador ribosomal 16S, que fue el método que permitid
observar el mayor niimero de taxa anotados, se evalué el esfuerzo de muestreo y se calcularon los indices de

diversidad necesarios para hacer una descripcién de la complejidad de la estructura de la comundiad bacteriana.

Una forma de estimar la eficiencia en el esfuerzo de muestreo es la construccion de curvas de acumulacién de
especies, que relacionan el tamafio de la muestra con el nimero de especies observado y su ajuste estadistico,
permite la obtencién de curvas de acumulacion de especies en las que es posible interporlar (o extrapolar, aunque
ésto no es tan recomendable pues el resultado depende del método de regresion (Thompson et al., 2003)),
cualquier tamafio de muestra para estimar el niimero de especies en la misma, y donde un comportamiento
asintético indicaria que el muestreo es suficiente para observar el niimero méaximo de especies en la comunidad
(Krebs, 2014). En la Figura 12 se muestra la curva de acumulacién de especies con comportamiento asint6tico
que representa el esfuerzo de muestreo, entendido como profundidad de la secuenciacién, en el metagenoma del

queso Cotija.

El nimero de especies en la muestra es el descriptor basico de la estructura de una comunidad en un érea
determinada, sin embargo, una medida de la diversidad de especies debe tomar en cuenta tanto la riqueza o
numero de especies, como sus abundancias, de tal modo que dadas dos comunidades con el mismo nimero de
especies, aquella en la que la distribucién de abundancias sea mas equitativa, sera la mas diversa (Krebs, 2014).

En la Tabla 3 se encuentran indices de diversidad calculados para la comunidad bacteriana del queso Cotija.

Los estimadores no paramétricos Chaol y ACE conceptualizan la diversidad como riqueza total de especies. Cada
uno agrega un factor de correcciéon distinto al nimero de especies observadas en la comunidad. Chaol toma en

cuenta las especies observadas una o dos veces, mientras que ACE incorpora datos de todas las especies con
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menos de diez individuos. Ambos son sensibles al tamafio de la muestra y subestiman la riqueza real cuando el
muestreo es pobre (Escalante, 2007). Para el caso del queso Cotija, ambos estimadores indican un nimero total de
especies muy cercano al observado (Tabla 3) lo que soporta el comportamiento de la curva de rarefaccién (Figura
12) que indica que la profundidad con la que se llevd a cabo la secuenciacion del metagenoma fue la adecuada

para observar la mayoria de las especies de muy baja abundancia.
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Figura 12. Curva de rarefaccion del nimero de especies observadas en funcién al nimero de secuencias del marcador
ribosomal 16S extraidas del metagendéma.

Tabla 3. Estimadores de diversidad calculados para la comunidad bacteriana descrita con el gen ribosomal 16S

Riqueza de Simpson Shannon Evenness
especies Chaol ACE (1-D) (H) (E)
598 629.63 660.48 0.84 2.52 0.39

Otro tipo de estimadores no paramétricos que son métricas de diversidad de especies son los indices de Simpson
(D) y Shannon (H). El indice de Simpson (D), se puede entender como una medida de la heterogeneidad de
abundancia en la muestra, y sugiere que la diversidad estd inversamente relacionada con la probabilidad de que
dos individuos en una comunidad elegidos al azar pertenezcan a la misma especie (Simpson, 1949). Una medida
mas facil de interpretar es el complemento del indice de Simpson (1-D), es decir, la probabilidad de obtener dos
organismos de la misma especie en un evento de muestreo. Su representacién matematica toma valores que van
desde cero para comunidades de baja diversidad, hasta valores cercanos a 1 (Krebs, 2014). Dicho indice tiene un
valor mayor a 0.5 para la comunidad bacteriana del queso Cotija (Tabla 3), lo que indicaria que se trata de una

comunidad con diversidad que va de baja a mediana.

Por otro lado, el indice de Shannon (H) es una medida de entropia donde el sistema es la comunidad. Se puede
interpretar como la incertidumbre de predecir correctamente la especie del siguiente individuo colectado con base
en la informacién observada. En una comunidad con una séla especie, H toma el valor de cero, pues la
incertidumbre es nula, es decir que mientras mayor sea el valor de H, la incertidumbre aumenta (Shannon, 1948).

En muestras bioldgicas el valor de H suele ser menor a 5.0 (Krebs, 2014), tal como ocurre en este caso (Tabla 3).
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Al comparar valores de H calculados para muestras de estadios tempranos de la elaboracion de quesos, se observa
que el indice de Shannon para queso Cotija de encuentra dentro del rango de los valores reportados para inéculo
de suero y cuajada madurada hasta por 24 horas, cuyos limites van desde 0.47 hasta 2.60 (Filippis et al., 2014). En
otros procesos de fermentacién de alimentos como el té de Pu-erh, se reporta una H=6.52 (Zhao et al., 2015), que
ya esta por arriba de lo esperado para una muestra de diversidad media. Algunos metagenomas de ambientes que
se consideran altamente diversos como suelos forestales (Kato et al., 2015) agua de mar y comensales de esponjas
marinas (Kennedy et al., 2014) tienen valores de indice de Shannon de >8, 6.88 y 8.50 respectivamente; mientras
que los de microbioma humano no superan valores de 2.65 (Li et al., 2012). Con base en la comparativa anterior

podemos considerar a la microbiota del queso Cotija como de diversidad media-baja.

La equiparabilidad o evenness (E) es una métrica que intenta cuantificar la representaciéon desigual en la
abundancia de especies observadas con respecto a una comunidad hipotética donde todas las especies son
igualmente abundantes (caso de maxima heterogeneidad). La forma mas sencilla de estimarla es comparando
algin indice (por ejemplo H o D) calculado para la muestra con respecto al mismo en condiciones de igualdad de
abundancia para todas las especies. Valores cercanos a 1 indican que la comunidad tiene una estructura cercana a
la méaxima heterogeneidad posible (Krebs, 2014). Para la comunidad bacteriana del queso Cotija, la
equiparabilidad en la abundancia es relativamente baja (Tabla 3), lo que se refleja en el hecho de que haya muy
pocas especies dominantes y una cola muy larga de especies de baja abundancia. Dicha descripcion corresponde a
una estructura poblacional de mediana a baja diversidad de acuerdo a los valores de los indices obtenidos en la

Tabla 3, aunque con alta riqueza de especies.

Poblacion dominante en el queso Cotija

A los tres meses de maduracién, los géneros y especies mds exitosos hablando en términos de abundancia en el
queso Cotija, son NSLAB, que tienen metabolismo heterofermentativo y son productores importantes de
compuestos que confieren olor y sabor al alimento. Dicha comunidad bacteriana esta representada principalmente
por tres géneros cuya abundancia total relativa representa mas del 60%. Estos son Lactobacillus plantarum,

Weissella paramesenteroides y Leuconostoc mesenteroides (Tabla 2).

La presencia de bacterias del género Lactobacillus es comuin en quesos tanto frescos como madurados (Bautista-
Gallego et al., 2014; Ercolini et al.,, 2012) y su abundancia esta directamente relacionada con el tiempo de
maduracion (Quigley et al., 2012). Otros generos que también han sido descritos frecuentemente como parte de la
microbiota bacteriana de quesos madurados naturalmente elaborados con leche no pasteurizada y que fueron
encontrados en el queso Cotija como parte de la poblacién subdominante son Streptococcus, Lactococcus y
Enterococcus, (Duthoit et al., 2003; Fuka et al., 2013; Masoud et al., 2012; Quigley et al., 2012). En contraste, los
géneros Leuconostoc y Weissella no se asocian comunmente a quesos madurados y nunca han sido identificados

como poblacién dominante (Fuka et al., 2013; Masoud et al., 2012), por lo que este hecho puede considerarse
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como una firma distintiva del queso Cotija Region de Origen.

La presencia de Weissella y Leuconostoc ha sido reportada en leche cruda de vaca (Masoud et al., 2012) asi como
en la superficie de contenedores de madera (Settanni et al., 2012) y en el aire de lugares donde se elaboran otro
tipo de quesos (Litopoulou-Tzanetaki and Tzanetakis, 2014). Durante la elaboracién del queso Cotija se afiade sal
de grano marina y la cuajada salada es amasada durante un tiempo considerable sobre una mesa, que suele ser de
madera, hasta que la sal se incorpora completamente. Dicho proceso es caracteristico de la elaboracién de este

queso, lo que podria explicar en parte lo peculiar de la estructura poblacional de su microbiota.

El hecho de no haber identificado por métodos tradicionales a dos de los géneros mas importantes en dominancia
puede deberse por un lado a la dificultad de cultivar en general a las LAB y en particular a estos géneros. Es
posible que los medios de cultivo empleados tengan deficiencias en algunos factores de crecimiento especificos
para las cepas provenientes del queso Cotija 0 que por el contrario, su composicién con exceso de nutrientes
favorezca el crecimiento de microorganismos no dominantes, aunado a que se ha reportado que en el caso de
Weissella, ésta puede presentar crecimiento lento en los medios de cultivo convencionales (Bjorkroth y Holzapfel,

2006).

Por otro lado, ni Weissella ni Leuconostoc se han podido detectar por amplificaciéon de las regiones variables V3-
V4 en el andlisis de comunidades bacterianas por PCR-DGGE realizados dentro de nuestro grupo de trabajo. Esto
puede deberse a que la hibridacién de los cebadores, aunque se consideren “universales”, no ocurre con la misma
probabilidad sobre todas las secuencias de ADN ribosomal 16S en una mezcla (Hong et al., 2009; Roux et al.,
2011), ademas, es importante resaltar que la mayoria de las bacterias identificadas en el metagenoma pertenecen
al orden de los Lactobacillales (Figura 10), es decir que son filogenéticamente muy cercanas lo que puede generar
una identificacién errénea sobre todo cuando se trabaja con fragmentos cortos de las regiones variables de 16S
(Nalbantoglu et al., 2014; Petrosino et al., 2009). Incluso algunos autores recomiendan utilizar cebadores
especificos para grupos taxondmicos conocidos dada la amplia tasa de error que ocurre durante la deteccion e
identificacion cuando se utilizan estos métodos (Satokari et al., 2003). En un trabajo reciente, se report6 la
presencia de Weissella y Leuconostoc mediante PCR-DGGE de las regiones variables V7-V8 del gen ribosomal
16S a partir de ADN extraido de muestras de queso Cotija Region de Origen (Chombo-Morales et al. 2016). Estos
ejemplos ilustran los alcances del anélisis metagen6mico sobre aquellos basados en la amplificacion de segmentos

de marcadores moleculares.

Poblacién subdominante y fraccién de no dominantes

Todos los géneros bacterianos identificados por métodos dependientes e independientes de cultivo fueron
identificados en el metagenoma mediante el anélisis del gen ribosomal 16S. Ademas se confirmaron los resultados

reportados por FISH para los generos Bacillus spp., Staphylococcus spp. y Enterococcus spp., cuya abundancia
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fue en conjunto del 11% del total de la carga bacteriana total en el queso Cotija (Escobar, 2012), pues dichos
resultados tienen concordancia con lo observado en el metagenoma, dado que los tres generos mencionados
pertenecen a la poblacién de subdominantes y de acuerdo a las abundancias calculadas mediante la anotacion

taxonomica, la suma de estos tres géneros fue de 8.3%.

La fotografia de la estructura poblacional de la microbiota del queso Cotija a los tres meses de maduracién, indica
la presencia de una gran variedad de LAB tanto homo- como heterofermentadoras, lo que incrementa la
diversidad de genes y rutas metabolicas posibles y por ende, la variedad de metabolitos que tienen repercusion en
la inocuidad, atributos sensoriales y compuestos de importancia biotecnolégica. Al inicio de cualquier
fermentacion lactica, las especies mas abundantes o exitosas son las SLAB, que son productoras importantes de
lactato con metabolismo homofermentativo tales como Lactococcus lactis y algunas especies de lactobacilos
como L. farciminis. Conforme la maduracién progresa, la poblaciéon de SLAB disminuye y la de NSLAB se
incrementa, dando paso al crecimiento de bacterias con metabolismo heterofermentativo obligado y facultativo
tales como Leuconostoc, Weissella y otras especies de lactobacilos como L. plantarum, lo que permite una
produccién importante de compuestos de olor y sabor (Beresford y Williams, 2004; Bjorkroth y Holzapfel, 2006;
McSweeney, 2004).

Ademas de los géneros reconocidos como SLAB y NSLAB, dentro de la fraccién subdominante se encuentran
bacterias de los géneros Marinilactibacillus y Alkalibacterium, reconocidos como bacterias haléfilas alcaléfilas
lacticas (HALAB en inglés) y que han sido descritas como de origen marino (Ishikawa et al., 2013, 2007). El otro
género que forma parte del grupo de las HALAB es Halolactibacillus, que también se encuentra en el queso
Cotija formando parte de la poblacién pobremente representada. Tetragenococcus halophilus, es otro ejemplo de
haléfilo que forma parte del consorcio bacteriano de queso Cotija y que ha sido identificado en queso tipo Cotija

(Morales et al., 2011) (Tabla 4).

Tabla 4. Géneros de bacterias haléfilas detectadas en queso Cotija y reportadas en otros quesos

Bacteria haldfila identificada en queso o )
Otras fuentes donde se ha identificado = Referencias

Cotija
Tetragenococcus halophilus Queso tipo Cotija (Morales et al., 2011)

Quesos semiduros, semisuaves y (Feurer et al., 2004; Ishikawa
Marinilactibacillus spp.

suaves et al., 2007; Maoz et al., 2003)
Halolactibacillus spp. Organismos marinos vivos y muertos  (Ishikawa et al., 2005)
Alkalibacterium spp. Quesos suaves y semiduros (Ishikawa et al., 2013)

La lista de hal6filos se extiende a bacterias de varios Phyla (representados como circulos rosas en la Figura 10), la
mayoria del dominio de las eubacterias como Firmicutes (Halolactibacillus, Halobacillus, Dehalobacter,
Thermohalobacter, y Halanaerobiales); Actinobacteria (Haloglycomyces), Proteobacteria (Thiohalomonas,

Desulfohalobium, y Halomonas), Tenericutes (Haloplasma); asi como a algunas del domino Archaea
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(Halobacterium y Haloquadratum). Todas ellas representan menos del 1% de abundancia y seguramente fueron
inoculadas durante el salado de la masa.

Por dltimo, dentro de la fraccion de los pobremente representados, fueron descritos 78 géneros por marcadores de
copia unica y 560 por anotacion del gen ribosomal 16S. Los tltimos se encuentran agrupados en 31 Phyla dentro
de los dominios Archaea y bacteria (Figura 11).

Dentro del grupo de los pobremente representados se encuentran géneros reportados en un trabajo reciente sobre
la identificacién de bacterias aisladas de diferentes fuentes durante el proceso de elaboracion del queso Cotija
(Robles, 2014), sumando a la lista a Kocuria, Acinetobacter, Brachybacterium, Klebsiella, Enterobacter,

Brevibacterium y Psychrobacter.

&5

45

Abundancia relativa (%)

i

Cyanobacteria

[ e

Ws3 A
Chrysiogenetes

Aquificae
Vermucomicrobia 4

™7

Gemmatimonadetes
SR1

Tenericutes 4
BRC1
Nitrospira
Chlorobi 4
Themotogae
aP10 A
Spirochaetes
aP11 A
Chlamydiae
Chloroflexi 4

Fimicutes
Deinococcus Themus

Actinobacteria
Proteabacteria
Fusobacteria
Acidobacteria
Bacteroidetes
Synergistetes
Planctomycetes
Crenarchasota
Euryarchaeota
Kararchaeata

Figura 11. Diversidad a nivel de Phylum de la poblacién pobremente representada identificada por 16S. Las barras azules son
Phyla del dominio de las bacterias, y las rojas pertenecen al dominio de las Archaeas. El 100% corresponde a la cuenta total
de los géneros incluidos en este grupo.

En esta lista hay algunos géneros catalogados como coliformes (representados como ciculos azules en la Figura
10), aunque sus abundancias son muy bajas en el queso Cotija, para Enterobacter 0.0007%, Klebsiella 0.0004%,
Citrobacter 0.0002% y E. coli 0.0007% con respecto a la abundancia total. Considerando que la carga bacteriana
en el queso Cotija es de 1X10° células/g (Escobar, 2012), la proporcion de enterobacterias corresponderia a 1-2
células/g lo que no representa un riesgo para el consumidor (NMX-F-735-COFOCALEC, 2011; NOM-243-SSA1,
2010). En el mismo sentido de calidad microbiol6gica e inocuidad, los patégenos que no aparecen en el queso por
ninguno de los dos métodos de anotacién taxonémica son L. monocytogenes, P. aeuruginosa, Salmonella spp.,

Yersinia spp. y Brucella spp.

Con el fin de descartar que la E. coli encontrada en el queso pertenezca a alguna de las cepas identificadas como
patégenas para humano, se llevo a acabo una bisqueda de genes asociados a virulencia en la tabla de anotacién
generada con Trinotate. Como referencia se tomo la lista de genes de virulencia para E. coli publicada en la base

de datos del MOH Key Laboratory of Systems Biology of Pathogens, donde se reportan los genes asociados a
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patogenicidad para ocho diferentes grupos de E. coli: enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasiva (EIEC),
enteropatégena (EPEC), enterohemorragica (EHEC), enteroagregativa (EAEC), de adherencia difusa (DAEC),
uropatégena (UPEC), y asociada a meningitis neonatal (NMEC). Aunque las cepas UPEC y NMEC no estan
reportadas como patdgenos de alimentos, ambas cepas se incluyeron en la biisqueda de genes de virulencia. De la
lista de genes asociados a las diferentes cepas patégenas, solo se detectd el gen aggR, que codifica para un
activador transcripcional en plasmido de EAEC. La E. coli enteroagregativa se reconoce como la causa mas
frecuente de diarrea en nifios y adultos alrededor del mundo (Aslani et al.,, 2011). La presencia del gen que
codifica para el activador transcripcional se ha utilizado como descriptor de cepas EAEC tipicas (tEAEC), aunque
esto no implica necesariamente que dicha E. coli pueda tener un fenotipo patogénico a menos que se identifiquen
en la misma cepa otros genes de virulencia (Estrada-Garcia et al., 2014); ademas, se han reportado cepas de
tEAEC en muestras de heces de sujetos sin cuadro de diarrea (Aslani et al., 2011). Es decir que apesar de haber
encontrado anotacion para el activador transcripcional AggR, la presencia de E. coli en el queso no representa un

riesgo para el consumidor dada a ausencia de genes de virulencia.

Por otro lado, dentro del grupo de organismos poco representados en el queso, se encontré una fraccién de
eucariones mediante la anotacion del gen ribosomal 18S contra la base de datos de SILVA con un umbral E-value
de 1e-15 usando el software Parallell-meta. Atn cuando este proyecto se enfocé en la descripcion de la estructura
poblacional bacteriana del queso Cotija y aunque el disefio experimental para la extraccion de ADN fue
optimizado para la lisis de bacterias, fue posible identificar a los géneros de eucariontes de la lista que se
encuentra en el Anexo 4, donde los mas abundantes son levaduras de las familias Saccharomycetaceae y
Debaryomycetaceae, mismos que podrian contribuir con actividad lipolitica en la maduracion del alimento,

aunque esto tendria que ser comprobado experimentalmente.

8.3. Anotacion funcional

Las lecturas crudas, sin filtrar por calidad, se ensamblaron (estadisticas en Tabla 5) y el ejercicio de mapeo de las

mismas sobre los contigs demostré que el 96.75% de éstas fueron utilizadas en el ensamble.

La prediccién de secuencias codificantes sobre el ensamble permitié recuperar ORFs con una longitud promedio
de 630 nucledtidos y una distribucion de longitud que se muestra en el histograma de la Figura 13, donde es claro
que la mayoria de las secuencias codificantes tienen una longitud menor a 2,000 nucle6tidos como es de esperarse

en genomas bacterianos.

El método utilizado en este trabajo para la asignacién de funcién a dichas secuencias tiene la versatilidad de
contar con diferentes descriptores y clasificadores jerarquicos de funcion en una sola tabla de salida. Uno de ellos,
los términos de GO, resultaron sumamente tutiles en la visualizacién de las funciones codificadas mas
representadas en el metagenoma (Figura 14). Cabe mencionar que el analisis funcional debe entenederse como el

potencial metabdlico del consorcio bacteriano como un sistema y no tanto como una funcién asociada a un género
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o0 especie bacteriana a menos que se lleve a cabo la anotacién taxonomica del contig del que proviene el gen o

genes de interés.

Tabla 5. Estadisticas del ensamble y anotacién del metagenoma de queso Cotija

Ensamble
Numero total de bases ensambladas (Mb) 104.9
Numero total de contigs 65,162
Tamafio promedio de los contigs (bp) 1,610
Tamafio del contig mas largo (bp) 186,928
Tamafio del contig mas corto (bp) 200
N50 / N90 (bp) 3,854 / 547
Anotacion
Total de secuencias codificantes predichas 143,736
OREFs con anotacién de HMMER/Pfam 97,063
ORFs con anotacién de BLAST/Swiss-Prot 75,989
ORFs con asignacion de nimero K por GhostKoala 57,747
Secuencias del gen ribosomal 16S extraidas 1,165,460
Secuencias de genes marcadores de copia tnica extraidas 1,284,541
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Figura 13. Histograma de la distribucion de tamafios de ORFs predichos sobre el ensamble.

Los procesos mas representados estan relacionados con el metabolismo central de las bacterias, como el
metabolismo de energia, del material genético y en general la actividad transferasa que esta involucrada en una
amplia gama de reacciones basicas dentro de la célula. Dejando de lado dichas funciones que son inherentes a
todas las especies, llama la atencion una cuenta alta en los términos de GO asociados con el metabolismo de
lipidos, aminoacidos y compuestos aromaticos, asi como con el transporte y metabolismo de acidos organicos,

cetonas, aminas y compuestos azufrados (Figura 14). Dichas actividades podrian estar implicadas en la
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produccion de compuestos que confieren olor y sabor al alimento o inocuidad, como en el caso del transporte de
acidos organicos. Ademads, hay anotacién relacionada con funciones de secrecion de proteinas, que tiene

relevancia en la exportacién de enzimas hidroliticas y otros péptidos como por ejemplo bacteriocinas.
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Figura 14. Términos de GO mas representados en la anotacién funcional del metagenoma de queso Cotija.

Otros procesos que llaman la atencién es el metabolismo de oxigeno y especies reactivas de oxigeno, esporulacion
y la respuesta a estrés, que se explican como parte del arsenal del que disponen las bacterias exitosas en este
ambiente que si bien es rico en nutrientes también es fisicoquimicamente hostil. Dichos genes y otros mas como
los relacionados con la produccién de compuestos antimicrobianos tipo bacteriocinas podria estar relacionado con

la transferencia horizontal de material genético, misma que esta representada en el proceso de conjugacion.

Por otro lado, la actividad peptidasa representa la utilizacion de nitr6geno por LAB, misma que genera como

producto aminoécidos libres, cuyo catabolismo contribuye al perfil de sabor en quesos (Rijnen et al., 2003).

Otra actividad enzimética de importancia que aparece enriquecida en la anotaciéon del metagenoma es la de
hidrolisis sobre enlaces éster, lo que se traduce en la liberacién de acidos grasos, algunos de los cuales confieren
olor y sabor tales como el acético, butirico, propionico, hexanoico, octanoico y los ramificados 4-metiloctandico,
4-etiloctanoico y 3-metilvalérico (una discusion exhaustiva sobre el gusto de los acido grasos libres fue escrita por
Mattes, en el 2009). Los acidos grasos libres que predominan en el queso Cotija son los insaturados 18:1, 18:2 y

18:3 y los saturados de 12, 13, 14 y 16 carbonos (Escobar, 2012), que podrian actuar como sustratos para la
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produccion de otros compuestos.

Busqueda de compuestos de olor y sabor

En el queso Cotija hay una gran variedad de bacterias acido lacticas, lo que incrementa el nimero de genes

disponibles y las posibles combinaciones de produccién de metabolitos. Esto repercute en la complejidad del

perfil de olor y sabor del alimento.

Se hizo un ecrutinio dirigido a la reconstruccién de rutas metabdlicas relacionadas con la produccion de

metabolitos reportados en la literatura como responsables de conferir olor y sabor en quesos, mismos que se

reportan en la Tabla 6. Lo anterior fue posible gracias al andlisis realizado mediante GosthKOALA, que es una

implementacion de KEGG especializada en la reconstruccion de rutas metabolicas de metagenomas a partir de

una lista de secuencias de proteinas.

Tabla 6. Rutas metabdlicas involucradas en la sintesis de compuestos de olor y sabor en quesos

Ruta metabdlica (KEGG id)

Compuesto *

Aroma / sabor ®

Metabolismo de propanoato

(00640)

Metabolism de butanoato

(00650)

Degradacion de compuestos
aromaticos (01220)
Glicolisis/gliconeogénesis
(00010)

Metabolismo de piruvato
(00620)

Metabolismo de nitr6geno
(00910)

Acido propiénico
Propionaldehido
1-propanol

2,3-butanodiona (diacetilo)

Acetoina

Butirato
Butanal

1-butanol

Benzaldehido
Acido benzéico
Etanol

Acido lactico
Acido acético

Acetaldehido

Amonio (NHy")

Pungente, rancio / agrio, ligeramente a queso

Frutal, pungente / no reportado

Mohoso, alcoholico / maduro, frutal
Mantequilla rancia / mantequilla
Mantequilla, amaderado, yogurth / graso,
cremoso, mantequilla

Rancio / grasa butirica

Pungente, olor aldéhico / no reportado
Rancio, dulce, banana, fusel / banana, seco,
fusel

Almendras amargas / almendras amargas
Inoloro o caracteristico muy débil / amargo
Etéreo / ardiente

Inoloro / acre

Pungente, agrio, vinagre / ardiente

Pungente, afrutado / no reportado

Empalagoso, pungente, irritante, orina seca / no

reportado
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Frutal, floral, notas verdes / frutal (aldehidos)

Formacién del respectivo Dulce, fresco, floral / frutal, dulce (alcoholes
Degradacién de acidos grasos
aldehido y derivados de 4-10 carbonos)
(00071)
1-alcohol Graso / grasoso, ceroso (alcoholes derivados de
acidos grasos de cadena larga)
Metabolismo de cisteina y Pungente, col podrida, sulfuroso, ajo /
Metanotiol
metionina (00270) desagradable a col
2-feniletanol Como a rosas / amargo, dulce que recuerda a
Metabolismo de fenilalanina melocotén
(00360) Fenilacetaldehido Floral como a rosas® / no reportado
Fenilacetato No reportado / no reportado

* Compuestos identificados més frecuentemente en quesos (Smit et al., 2005). " Informaci6n disponible para cada compuesto
en el sitio de PubChem del NCBI.
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Figura 15. Mapa metabélico universal del KEGG. Las rutas metabolicas identificadas en el metagenoma del queso Cotija
estan representadas en verde. Se resaltan los moédulos de interés en la produccién de compuestos de olor y sabor: Amarillo,
degradacion de compuestos aromaticos; morado, metabolismo de azufre; azul, metabolismo de acidos grasos; rosa,
metabolismo de aminoacidos.

En el esquema metabdlico del KEGG de la Figura 15 se resaltan las vias relacionadas con la produccién de
compuestos de olor y sabor. Todas las rutas metabdlicas del metabolismo de amino acidos estdn completamente

representadas en el metagenoma del queso Cotija, asi como las de catabolismo de 4cidos grasos y compuestos
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aromaticos, de acuerdo a lo observado en la anotacién de términos de GO (Figura 14).

El consorcio bacteriano del queso Cotija tiene potencial para producir todos los compuestos de la Tabla 6, en
cambio fue imposible la reconstruccién completa para la produccién de otros compuestos reportados en quesos

tales como propanona, indol, 4cido isobutirico, acido hidroxibenzdico, p-cresol y limoneno.

La reconstruccién de vias metabolicas se complementé con una busqueda de enzimas relacionadas
especificamente con el catabolismo de éacidos grasos, aminodcidos libres y otros metabolitos (Tabla 7). La
btisqueda se basa en el escrutinio de identificadores de Swiss-Prot cuyo método de obtencion se detalla en la
seccion 7.3 de Anotacién funcional y que incluye la anotacién de ORFs mediante bisquedas de BLAST contra
esta base de datos. De esta forma se encontré anotaciéon para una gran cantidad de aminotransferasas de
aminoacidos de cadena ramificada pero ninguna para aminotrasferasas de los aminoacidos aromaticos tirosina y
triptéfano, lo cual resulta conveniente dado que algunos de sus compuestos de degradacién, como el escatol,
tienen perfiles de olor desagradables (Yvon y Rijnen, 2001). Adicionalmente, se identificaron genes con anotacién

para una amplia variedad de liasas de aminoacidos asi como hidrolasas de ésteres carboxilicos.

Tabla 7. Reaccciones especificas de catabolismos de acidos grasos libres y aminoacidos

Numero Coincidencias

Reaccion Enzima
EC en anotacién*

L-leucina + 2-oxoglutarato <=> 4-metil-2-oxopentanoato +

L-glutamato
Transaminasa de

L-isoleucina + 2-oxoglutarato <=> (S)-3-metil-2-
aminoacidos de 2.6.1.42 50

oxopentanoato + L-glutamato
cadena ramificada®

L-valina + 2-oxoglutarato <=> 3-metil-2-oxobutanoato +

L-glutamato
Transaminasa de

L-fenilalanina + piruvato <=> fenilpiruvato + L-alanina fenilalanina 2.6.1.58 11
(histidina)*

) ) Alfa cetoacido

2-0x0 acido <=> aldehido + CO, 4.1.1.1 6
carboxilasa®

L-treonina <=> glicina+ acetaldehido L-treonina aldolasa®  4.1.2.48 3
Tirosina

Tirosina — tiramina +CO, 4.1.1.25 3
descarboxilasa®

Metil cetonas (alcan-2-onas) <=> alcan-2-ol Carbonil reductasa I*  1.1.1.184 6
Fenol 2-mono

2-xileno - 2,3-dimetilfenol + 3,4-dimetilfenol 1.14.13.7 10

oxigenasa®
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Aldehido

Aldehido + NAD(+) — carboxilato + NADH 1.2.1.3 79
deshidrogenasa®

Alcohol + NAD(+) <=> aldehido o cetona + NADH Alcohol

Alcohol secondario + NAD(+) <=> cetona + NADH deshidrogenasa“ L1 122

(S)-metilmalonil-CoA + piruvato <=> propanoil-CoA + Metilmalonil-CoA

oxaloacetato carboxitransferasa® 213l >

* Indica nimero de ORFs con anotacion para dicha enzima en la tabla de anotacién global.

Las macromoléculas mayoritarias en el queso, que son fuente de sustratos para la obtencién de compuestos de
olor y sabor, son las proteinas y los lipidos. A partir de la protedlisis de las caseinas, que son las proteinas
mayoritarias en el queso, se generan aminoacidos libres, que a su vez son el sustrato de las vias catabdlicas que
permiten la obtencién de una amplia variedad de compuestos de olor y sabor. Se ha reportado que Lactobacillus
platarum es responsable de un incremento en la proteélisis secundaria en quesos madurados, promoviendo la
produccién de aminoacidos libres (Milesi et al., 2008). Particularmente en el queso Cotija se han aislado cepas

proteoliticas de los géneros Bacillus, Staphylococcus y Enterococcus (Hernandez, 2007).

El consorcio bacteriano del queso Cotija tiene potencial metabdlico para transformar aminoacidos libres en sus
respectivos a-ceto 4cidos por la via de la transaminasa a partir de sustratos de cadena ramificada y fenilalanina.
Dichos a-ceto acidos son degradados a aldehidos por las a-ceto acido descarboxilasas (Tabla 7). Es probable
entonces que la fraccion aldéhica en la mezcla de compuestos esté enriquecida en metabolitos producidos por el
catabolismo de aminoacidos de cadena ramificada y fenilalanina asi como de acetaldehido derivado del

metabolismo de treonina (Tabla 7).

El otro sustrato importante en la produccion de compuestos de olor y sabor en el queso son los acidos grasos,
mismos que en el queso Cotija se liberan por la actividad de bacterias lipoliticas de los géneros Staphylococcus y

Bacillus (Garcia, 2011, 2006).

En el metagenoma del queso Cotija hay una gran cantidad de genes con anotacién para carboxil esterasas que
rompen enlaces éster para generar como productos un alcohol y un acido carboxilico. La hidrélisis o la sintesis de
ésteres son dependientes de la actividad de agua en el queso asi como de la presencia de otros acidos grasos libres
y alcoholes (Broadbent y Steele, 2005). Las rutas metabdlicas del catabolismo de é&cidos grasos fueron

reconstruidas en su totalidad mediante la anotacién de GhostKOALA (Figura 15).

De acuerdo a lo observado en la anotacién funcional del metagenoma del queso Cotija, los acidos grasos libres
son sustrato para reacciones de esterificacion con alcoholes y tioles en la produccion de ésteres y tioésteres. Los
alcoholes pueden ser metabolitos de la degradacion de carbohidratos y de los mismos acidos grasos mientras que
los tioles provienen del metabolismo de aminoacidos azufrados. Ademaés, la degradacion de acidos grasos por -
oxidacion con la generacién concomitante de metil cetonas (Collins et al., 2003), lleva a la degradacién de éstas

ultimas a su respectivo alcohol secundario por accién de la carbonil reductasa I (Tabla 7).
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Ademas del catabolismo de aminoacidos y acidos grasos, hay otros sustratos en el queso cuya degradacion genera
compuestos identificados como parte del perfil sensorial en quesos madurados. Tal es el caso de compuestos
derivados del benceno como el tolueno y el xileno, pues se ha demostrado que su concentracion en el queso esta
relacionada con la composicion del cultivo iniciador (Centeno et al., 2002; Wang et al., 2012), y su degradacién
conduce a la formacién de alcoholes como el 2,3-dimetilfenol y el 3,4-dimetilfenol. El primer compuesto se ha
descrito con olor caracteristico a humo y tinta y de sabor dulce, mientras que el segundo tiene olor a establo con
notas fecales (Czerny et al., 2011). Este se ha identificado en la superficie de quesos madurados (Urbach, 1997) y

particularmente en el queso Cotija podria explicar ciertas notas identificadas empiricamente en el perfil sensorial.

Cabe mencionar que dado que el potencial metabdlico del consorcio para degradar aminoacidos, acidos grasos
libres y otros productos intermedios, la gama de compuestos que participan en el perfil de olor y sabor del queso
es mucho mas amplia. Particularmente la gran cantidad de aldehido y alcohol deshidrogenasas encontradas en la
Tabla de anotacién es un indicio de que el consorcio bacteriano tiene la capacidad para generar una mezcla

compeja de compuestos con una amplia variedad de cetonas, aldehidos y acidos organicos.

Busqueda de bacteriocinas y genes relacionados

El desarrollo de BAL en si mismo implica la inhibicién de microorganismos indeseables y su habilidad para
producir bacteriocinas es de importancia bésica en estrategias de biopreservacion en alimentos extendiendo la

vida de anaquel y mejorando la seguridad del mismo (Ross et al., 2002).

El método de identificacién de clusters de genes relacionados con bacteriocinas permitié la identificacion de un
total de 126 contigs de diferentes tamafios que contenian al menos un gen con la anotacién de interés (Tabla 8), de
los cuales, 43 tuvieron al menos un gen codificante para bacteriocina, 74 tuvieron s6lo genes con anotacion de
proteinas de inmunidad pero sin el gen de la bacteriocina y sélo en 17 fue posible identificar tanto el gen de la
bacteriocina como para su respectiva inmunidad (algunos ejemplos en la Figura 16). Por otro lado, nueve contigs
tuvieron genes relacionados con la sintesis de lantibiéticos pero el gen codificante de la bacteriocina no fue

encontrado.

El resto de los ORFs tuvieron anotaciéon para bacteriocinas de la clase II, es decir no lantibiéticos, de los cuales, la
mayoria pertenecen a la subclase IIa de tipo pediocinas, o a la subclase IIc de bacteriocinas circulares (Cotter et
al., 2005), en la que se incluye a la subtolisina A. Los genes con anotacién de bacteriocina tipo lactococcina que
incluye proteinas lineales de un sélo péptido no del tipo de las pediocinas, como las lactococcinas A y B (Nes et
al., 2006) se consideran dentro de la clase IId (Cotter et al., 2005). También 9 de las 10 bacteriocinas detectadas
con BAGELS3 fueron de clase II: cuatro fueron clasificadas como IIb, conformadas por dos péptidos; cuatro como
de clase IId constituidas por un sélo péptido que no es del tipo pediocina; una fue identificada sélo como de clase

II y otra mds como putativa.
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Tabla 8. Identificadores de Pfam usados en la biisqueda de bacteriocinas

Pfam Descripcién del dominio Coincidencias en tabla*
PF02052 Gallidermina 1
PF01721 Bacteriocina de clase II 12
PF10439 Bacteriocina de clase II con péptido lider de doble glicina 15
PF08951 Inmunidad de enterocina A 88
PF05147 Lantionina sintetasa tipo C 3
PF04369 Familia de las de tipo lactococcinas 7
PF04738 Amino terminal de lantibi6tico deshidratasa 3
PF04737 Amino terminal de lantibiotico deshidratasa 3
PF13376 Ydel o OmpD, asociado a proteccion a bacteriocinas 13
PF12173 Bacteriocina ciclica de clase Ilc tipo gasericina A 2
PF11420 Bacteriocina subtilosina A 2
PF09683 Bacteriocina lactococcina 972 3

* Indica nimero de ORFs con anotacién para dicha enzima en la tabla de anotacién global.

’ | PFO3412-PFO0GE4 | PF13437 iFO‘I?E‘I iFOBQS‘I | ‘

PFO3412-PFO0GE4

PFO3 PF BLASTIT
PFO3180 PFO0496 PFO0528 PFO0528 PFO0005 PFO0005 PFO2566

PFOO!IP FO3412 PFO0OT2 PFO2518 l I I PFO03ET

Figura 16. Ejemplos del contexto gendmico de algunos clusters con gen estructural y de inmunidad. A-C) clusters
identificados en el metagenoma del queso Cotija; D) cluster de bacteriocina en el genoma de Pediococcus pentosaseus ATCC
25745. Codigo de color: rojo, gen estructural de la bacteriocina (PF01721, a menos que se especifique otro); azul, gen de
inmunidad (PF08951, a menos que se especifique otro); naranja, gen con dominio de transportador; verde, gen con dominio
de peptidasa; rosa, gen con dominios de transporte y peptidasa; amarillo, otra anotacion; gris, gen hipotético. Figura generada
con el médulo GenomeDiagram de Python v2.7.

De los 52 genes estructurales para bacteriocinas identificados en el metagenoma del queso Cotija, s6lo uno fue de
clase I, es decir latibiético (Tabla 8). El contig en el que se encontré tuvo en la vecindad dos genes relacionados
con la biosintesis de lantibiéticos, una proteina de la familia RepB y otros tres genes sin anotacién clara que
podrian estar asociados con el sistema de secrecién de lantibioticos que suelen transcribirse en unidades muiltiples

de tres o cuatro genes (Kotelnikova y Gelfand, 2002).
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Un tipo de bacteriocina encontrada en el metagenoma del queso que no entra en ninguna de las clasificaciones
aceptadas actualmente son las lactococcinas 972, descritas como un homodimero que acttia inhibiendo la sintesis
del septum durante la division celular en lugar de formar poros en la membrana como es el mecanismo clasico de

accién de las bacteriocinas de clase IT (Martinez et al., 1996).

La ventaja de conocer la anotaciéon funcional de los genes contiguos a las secuencias de interés, es la posibilidad
de identificar ORFs candidatos a nuevas bacteriocinas y/o genes de inmunidad de acuerdo a su contexto
gendmico.

En general, la anotacion de los genes que forman parte de los clusters y que tienen anotacion diferente a genes de
inmunidad, bacteriocinas o sintesis, entran en alguna de las siguientes descripciones de acuerdo a las etiquetas de
Pfam de los dominios que contienen: 1) Proteinas de transporte: transportador ABC o proteina de secrecién de la
familia HylD; 2) Peptidasas: C39 o S49; 3) Sistema de regulaciéon de dos componentes: receptor de regulacion de
la respuesta, histidina cinasa, regulador de la transcripcion o proteinas de transduccién de sefiales; 4) Genes
asociados a transferencia horizontal: conjugacién, integrasas de fagos, resolvasas o transposasas; 5) Antidotos a
toxinas e inhibidores del crecimiento; 6) Proteinas de respuesta a estrés: proteina universal de respuesta a estrés,
respuesta a estrés osmotico o respuesta a estrés alcalino; 7) Replicacion de ADN; 8) Genes putativos o sin

anotacion.

La presencia de estos genes se puede explicar desde el punto de vista del bioprocesamiento de la bacteriocina. Las
peptidasas y transportadores de membrana se requieren para la escisién del péptido sefial con el fin de exportar y
activar a la bacteriocina en un sélo paso, por esta razén es comun encontrar en la vecindad de la bacteriocina
genes que codifican para proteinas que tienen ambos dominios (Ennahar et al., 2000). También se han reportado

bacteriocinas de clase II sin péptido sefial que no necesitan dicho porcesamiento (Nes et al., 2006).

La presencia de genes de regulacion también se espera en el cluster ya que la expresién de los genes codificantes
de bacteriocinas esta regulada y es dependiente de la presencia de sefiales de quorum sensing. Dicha regulacion se
basa en sistemas de dos componentes de transduccién de sefiales que consiste en una cinasa de histidina unida a
membrana y un regulador de respuesta que se activa gracias a la presencia de factores de induccion de prepéptido,
también llamados feromonas, que son a nivel de secuencia parecidos a las bacteriocinas pero con mucha menor o

nula actividad que forman parte del cluster (Ennahar et al., 2000; Snyder y Worobo, 2014).

Ademas de peptidasas, transportadores, genes de regulacion y los genes estructurales y de inmunidad, el resto de
las anotaciones son dispensables del cluster aunque aparezcan con relativa frecuencia. Tal es el caso de los genes
relacionados con transferencia horizontal cuya presencia en el cluster tiene logica dado que los genes de
bacteriocinas y su procesamiento suelen estar codificados en plasmidos, cromosomas y/o transposones
(Klaenhammer, 1993), y su susceptibilidad a ser transferidos horizontalmente es muy alta entre las bacterias
lacticas presentes en alimentos fermentados (Rossi et al., 2014). Es probable que en cada evento de transferencia

horizontal, la célula donadora se deshaga de un set de genes que confiere méas de una ventaja a la receptora si
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estos se encuentran fisicamente proximos en el genoma ya sea formando parte de un operén o de un cluster
(Lawrence y Roth, 1996). Esto podria explicar la presencia de genes relacionados con respuesta a estrés, antidotos

a toxinas y en general aquellas que inhiben el crecimiento de otras bacterias.

Por otro lado, se esperaba observar el gen de la proteina de inmunidad rio abajo del gen estructural de la
bacteriocina ya que ambos genes son comuinmente cotranscritos y por lo general se reportan en este orden dentro
del cluster (Kjos et al., 2011), pero esto no ocurrié en la mayoria de los casos. Sin embargo, asi como se encontrd
una amplia variedad de genes codificantes con anotaciones diversas en la vecindad de los genes de bacteriocinas y
de inmunidad sin un patrén definido de sintenia ni presencia de genes, también hubo muchos casos de genes sin
anotacién o hipotéticos (Figura 16). Estos son de especial interés sobre todo en los casos de clusters donde s6lo se
encontrd el gen estructural de la bacteriocina sin el gen de inmunidad o viceversa,situacion que encotramos
frecuentemente en este andlisis, y mas aun si la proteina hipotética se encontraba flanqueando dicho gen lo que
podria indicar que dichas secuencias corresponden a genes que codifican para proteinas, ya sea de inmunidad o

bacteriocinas con estructura primaria nueva, que fue imposible anotar por similitud con el método utilizado.

Adicionalmente, se observé una cantidad desproporcionada de genes de inmunidad (104 en total) con respecto al
nimero de genes con anotacion de bacteriocinas (52 incluyendo las de BAGEL3) y en muchos casos éstos no
estaban flanqueados por secuencias de genes sin anotacion lo que implica que posiblemente las proteinas de
inmunidad son tan ttiles 0 mas que la propia bacteriocina, es decir, el hecho de poseer una bateria de genes de
inmunidad en el genoma implica una ventaja real para la cepa que la posee atin cuando no sea productora de
bacteriocinas. Se observd de hecho un caso particular donde el contig contenia cuatro copias del gen de

inmunidad y ningtn gen codificante para la bacteriocina.

El fenémeno observado en este metagenoma se relaciona con lo que se conoce como inmunidad cruzada, es decir
que los microorganismos productores de bacteriocinas son también propietarios de genes que podrian conferirles
inmunidad contra otras bacteriocinas (Kjos et al., 2010). Ademas, se ha reportado que cepas no productoras
pueden poseer genes de inmunidad que son probablemente remanentes de clusters de genes de bacteriocinas y que
podrian hacer a las cepas resistentes si se expresan adecuadamente (Fimland et al., 2002; Mgretrg et al., 2005).
Dicho fenémeno ha sido descrito como mimetismo de inmunidad, y se refiere a la resistencia observada en las
cepas que no son productoras de bacteriocinas que poseen genes de inmunidad o a la inmunidad obtenida como
consecuencia de la produccién de una bacteriocina estrechamente relacionada con otra, es decir que el mimetismo

puede ser resultado de la posesion o adquisicién de genes de inmunidad homélogos (Draper et al., 2009).

Dada la alta frecuencia de genes de inmundiad no asociados a genes estructurales de bacteriocinas y sin proteinas
hipotéticas adyacentes, el mimetismo de inmunidad podria jugar un papel importante como estrategia de

sobrevivencia para las cepas bacterianas exitosas presentes al tiempo final de la maduracién del queso Cotija.

50



8.4. Reconstruccién de genomas de las especies dominantes

Gracias a que el metagenoma fue secuenciado con alta profundidad, fue posible reconstruir los genomas de las
tres especies dominantes, cada uno en diferente niimero de fragmentos. La cobertura estimada en todos los casos
es de mas de 1400 veces y en ningtin caso el nimero de gaps reales o de cobertura cero es de mas de 78 (Tabla 9)
y como se tienen cubiertas casi por completo las referencias y los contigs fueron orientados sobre las mismas
(Figura 17), se considera que todas las reconstrucciones se encuentran a nivel de draft de alta calidad (Chain et al.,
2009). Los porcentajes de lecturas mapeadas en todos los casos son consistentes con la abundancia relativa de

dichas especies estimada mediante la proporcién de marcadores filogenéticos (Tabla 2).

Tabla 9. Estadisticas de la reconstruccién de genomas

L. plantarum L. mesenteroides W. paramesenteroides

WCFS1 ATCC 8293 ATCC 33313
Lecturas mapeadas (%) 38.74 11.27 26.85
Cobertura estimada 1,863 x 1,473 x 2,135 x
Nuimero total de contigs 1,560 297 992
Numero de gaps no empalmantes 78 40 42
N50 / N90 (bp) 4,985 / 825 36,455 /2,977 3,148 /1,002
Tamafio promedio de contig 2,201 6,744 2,196
Contenido de GC (%) 44.37 37.90 38.27
Numero de genes 3,998 2,141 2,755

Con el fin de establecer si las especies dominantes en el metagenoma son potenciales productores importantes de
bacteriocinas, se hizo una busqueda de los clusters de genes con dicha anotacién en los contigs utilizados en la
reconstruccion de los genomas. De esta biisqueda result6 que el genoma reconstruido de W. paramesenteroides no
contiene regiones gendémicas codificantes para bacteriocinas ni genes de inmunidad o algtn otro relacionado. Por
otro lado, en el genoma de L. mesenteroides se identificé un cluster con una bacteriocina putativa acompafiada de
siete ORFs de proteinas hipotéticas adyacentes, ademas de dos clusters mas con genes de inmunidad pero sin gen
codificante para la bacteriocina. Finalmente, en el genoma de L. plantarum no se encontraron genes con anotacion
para bacteriocinas, pero si se identificaron 11 genes en diferentes contigs con anotaciéon para proteinas de
inmunidad donde s6lo uno de ellos tuvo proteinas hipotéticas adyacentes. De cualquier modo, seria necesario

realizar trabajo experimental para corroborar que alguno de estos genes corresponde a una bacteriocina nueva.
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Figura 17. Comparacion del genoma reconstruido de cada especie contra su respectiva referencia. El anillo central
corresponde al genoma de referencia, el de enmedio representa su contenido de GC y el exterior es el alineamiento del
genoma recontruido con respecto a su referencia, mayor intensidad de color implica mayor similitud. Figura generada con el
programa BRIG v0.95 (Alikhan et al., 2011).

9. Conclusiones

El enfoque metagendmico y la aplicacion de las herramientas bioinformaticas propuestas en este trabajo
permitieron llevar a cabo la caracterizacion tanto taxondémica como del potencial metabdlico del consorcio

bacteriano del queso Cotija con gran detalle. Esta estrategia es aplicable al analisis de cualquier metagenoma.

La microbiota bacteriana del queso Cotija a los tres meses de maduracién esta conformada casi en su totalidad por
Firmicutes y tres géneros son los dominantes: Lactobacillus, Leuconostoc y Weissella, cuyos genomas fueron
reconstruidos a nivel de draft de alta calidad. Leuconostoc y Weissella son detectados por primera vez en este
trabajo y su dominancia es atipica en quesos madurados por lo que su presencia y abundancia pueden ser

considerados como una firma distintiva del queso Cotija Regién de Origen.

Se observo que el consorcio bacteriano de este queso esta compuesto por mas de 500 taxa no dominantes (<1% de
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la abundancia total relativa) en los que se incluyen bacterias y Achaeas haléfilas, lo que refleja la complejidad de
la comunidad y lo infructuoso que resultaria intentar disefiar un cultivo iniciador con el fin de elaborar un queso

idéntico fuera de la region de origen.

La alta profundidad de secuenciacién permitié corroborar que el alimento esta libre de bacterias patégenas y que
las cuentas de coliformes estdn dentro de lo establecido por las normas, lo que refleja las buenas practicas de
higiene y la calidad de las materias primas con las que se elabora el queso Cotija, y que no representa un riesgo

para la salud del consumidor ain cuando es elaborado con leche no pasteurizada.

El consorcio posee el potencial metabdlico para generar una mezcla de compuestos relacionados con el perfil de
olor y sabor a partir principalmente del catabolismo de aminoacidos y acidos grasos libres, y que podria estar
enriquecida en metabolitos derivados de aminoacidos de cadena ramificada asi como de una gran variedad de

aldehidos y alcoholes.

Los resultados indican que ninguna de las especies dominantes posee un arsenal importante de genes codificantes
para bacteriocinas, sin embargo, dentro del consorcio existe una amplia variedad de genes que codifican para
proteinas de inmunidad lo que sugiere que el mimetismo de inmunidad es una estrategia de sobrevivencia para las

bacterias que forman parte de la comunidad en el producto madurado por tres meses.

10. Perspectivas

Dentro de la lista de tareas derivadas de este analisis que quedaron fuera de los alcances de este trabajo pero que
resultan de interés para completar el entendimiento de la estructura poblacional bacteriana en el queso Cotija y sus

funciones estan:
Enfocar esfuerzos en el aislamiento de los géneros identificados en el metagenoma, especialmente los dominantes.

Analizar la mezcla de compuesto volatiles que confiere el perfil sensorial del queso Cotija mediante técnicas
como cromatografia de liquidos o gases con el fin de establecer qué compuestos forman parte del perfil de olor y

sabor del alimento.

Usar la reconstruccion de los genomas de las especies dominantes para hacer la gendmica comparativa contra

especies provenientes de otros alimentos o ambientes.
Llevar a cabo la reconstruccion de los genomas de las especies subdominantes.

Evaluar la actividad antimicrobiana de los genes propuestos como candidatos a nuevas bacteriocinas mediante

técnicas moleculares de clonacion y expresion.
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Anexo 1. Deteccién y eliminaciéon de ADN contaminante

Se considera ADN contaminante todo aquel que es ajeno al metagenoma microbiano que se desea secuenciar. En
alimentos lacteos la presencia de globulos blancos y células epiteliales provenientes de la ubre es normal y

representa una fuente de ADN bovino en el queso.

El contenido celular somatico en la leche de una ubre sana estd compuesto por macréfagos (60%), linfocitos
(25%) y leucocitos neutréfilos polimorfonucleares (15%). Cuando el conteo de células somaticas (CCS) resulta
elevado, indica que hay un problema en la salud, generalmente mastitis, cuya causa principal es la infeccion
bacteriana (Harmon, 1994). Otra causa podrian ser lesiones en la ubre ocasionadas en la mayoria de los casos por
disefios deficientes en las instalaciones y equipo de ordefio o por accidentes entre una vaca y otra. Ademas las
vacas viejas de mas de 7 afios de edad tienden a tener conteos mas elevados que animales jovenes debido al
incrementando en la probabilidad de tener una infeccién crénica (Alais y Linden, 1991).

El umbral de conteo indicativo de inflamacién o mastitis ha sido establecido historicamente entre 200,000 y
250,000 cel/mL de leche (Reneau, 1986), aunque en México de acuerdo a la norma para leche cruda de vaca
(PROY-NMX-F-700-COFOCALEC-2012) el CCS va desde <400,000 hasta 1,000,000 de células/mL de leche de
acuerdo al grado de calidad de la misma.

Aun cuando se espera la presencia de ADN bovino en el metagenoma del queso Cotija, éste se considera como

material contaminante, pues su secuenciacion no es de interés en este trabajo.

Deteccién de ADN bovino por g-PCR

Se utiliz6 un juego de cebadores y sonda marcada con el fluor6foro FAM para PCR en tiempo real (q-PCR),
dirigidos a ADN mitocondrial (ADNmt) de ganado bovino. Las mezclas de reaccion se hicieron en un volumen de
25 pL con 100 ng de ADN total en las condiciones estandar para tiempo real: 95°C, 15 s y 60°C, 60 s con las

concentraciones de reactivos que se especifican en la Tabla A1l.

Tabla A1. Volumenes utilizados para la reaccién de g-PCR

Concentracion inicial Concentracion final Volumen para 25 uL.
Tagman master mix 2X 1X 12.5
Mezcla de sonda y cebadores - - 2.5
ADN molde 50 ng/uL 100 ng 2.0
Agua --- --- 8.0

En todas las corridas se incluyeron controles sin ADN molde por triplicado. No se realiz6 curva estdndar debido a
que el objetivo era determinar presencia de ADN bovino por visualizacion de curva de amplificacién por un

métodos de alta sensibilidad.
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Se llevé a cabo la detecciéon en ADN total obtenido de tres paquetes celulares provenientes de muestras de queso
Cotija extraidos independientemente. En la Figura A1 se muestra la gréafica de amplificacion en todas las muestras

a ciclos tempranos.
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Figura A1. Amplificacion por g-PCR de ADNmt vacuno control y en las muestras de ADN total de queso Cotija

Optimizacion de condiciones para eliminar ADN contaminante

Se probaron tres condiciones de tratamiento de los paquetes celulares resuspendidos en buffer de DNasa (100 mM
Tris pH 7.5, 25 mM de MgCl, y 5 mM de CaCl,) con 1 unidad de DNasa I a 37°C incubando durante 10, 30 y 60
minutos en termomixer con agitacién a 200 rpm. La DNasa I se inactivé al término de este tiempo con un
tratamiento de 10 minutos a 75°C y los tubos se centrifugaron a 14,000 (18,200 X g) rpm durante 10 minutos en
microcentrifuga para después congelarlos a -20°C durante toda la noche y proseguir con la extraccion y
purificacién del ADN total (Willner et al., 2009; Hurwitz et al., 2012). A la par se probd un paso de tratamiento
con RNasas durante 30 min a 37°C en la extraccion y purificacion del ADN metagenémico para eliminar el ARN

bacteriano.

Se elabor6 un gel de agarosa al 1% para determinar el efecto de dichos tratamientos en la integridad del ADN
extraido (Figura A2), cuyo resultado indic6 que no hubo degradacién en ninguna de ellas. Por otro lado, en la
reaccion de g-PCR contra ADN mitocondrial de vaca y se observo que después de los tratamientos con DNasa I,
la sefial de amplificacion para todas las muestras desaparece (Figura A3), lo que indica que el tratamiento de 10

minutos es suficiente para eliminar el ADN contaminante sin afectar la integridad del material genético.

La sefial también desaparece en la muestra tratada sélo con RNasa A debido a que durante la replicacién el ADN

mitocondrial suele presentar estructuras intermediarias hibridas de ADN y ARN que son producto de la
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incorporacion de oligos de ribonucledtidos dentro del bucle de ADN circular. Dichos hibridos pueden poseer mas

7 8

ARN que el ADNmt no replicante (Yang et al. , 2002). De hecho, el uso de RNasas no esta recomendado en los
protocolos de purificacién de ADN mitocondrial (Guo et al. , 2009).

[ — -
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Figura A2. Gel de agarosa al 1% de las extracciones de ADN total después de cada tratamiento con DNasa y RNasa. Carriles
1, 2 y 3: Tratamiento con DNAsas, (1U incubado por 10, 30 y 60 min respectivamente); M: Marcador de peso molecular
(1Kb, Fermentas); carriles 5 y 6: Tratamiento con RNAsas; carriles 7 y 8: Sin tratamiento de Dnasa ni RNasa.
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1
Figura A3. q-PCR de ADNmt vacuno después de tratamientos con DNAsas y RNAsas. Las sefiales de amplificacion que se

observan corresponden a las muestras de ADN extraido por método no modificado.
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Familia
Leuconostocaceae
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Trichococcus
Macrococcus
Marinococcus
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Staphylococcaceae
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Nosocomiicoccus
Sedimentibacter
Rathayibacter
Cerasibacillus
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Firmicutes
Firmicutes
Actinobacteria
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Actinobacteria
Firmicutes
Firmicutes
Actinobacteria
Firmicutes
BRC1
Actinobacteria
Firmicutes
Actinobacteria
Firmicutes
Proteobacteria
Tenericutes
Nitrospira
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Actinobacteria
Actinobacteria
Firmicutes
Actinobacteria
Actinobacteria
Acidobacteria
Firmicutes
Actinobacteria
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Tenericutes
Actinobacteria
Actinobacteria
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Bacteroidetes
Bacteroidetes
Firmicutes
Firmicutes
Actinobacteria
Actinobacteria
Firmicutes
Actinobacteria
Actinobacteria
Firmicutes

Firmicutes

Clostridia Clostridiales Veillonellaceae Veillonella
Clostridia Clostridiales Peptococcaceae Desulfotomaculum
Actinobacteria Actinomycetales  Intrasporangiaceae Kribbia

Bacilli Lactobacillales Enterococcaceae Melissococcus
Bacilli Bacillales Bacillaceae Ornithinibacillus
Clostridia Thermoanaerobacter Thermoanaerobacterace Tepidanaerobacter
Bacilli Bacillales Bacillaceae Natronobacillus
Bacilli Lactobacillales Carnobacteriaceae Alloiococcus
Actinobacteria Actinomycetales =~ Mycobacteriaceae Mycobacterium
Bacilli Bacillales Bacillales_incertae_sedi Solibacillus
Clostridia Clostridiales Lachnospiraceae Coprococcus
Actinobacteria Actinomycetales  Propionibacteriaceae  Aestuariimicrobium
Clostridia Clostridiales Veillonellaceae Anaerovibrio
Unclassified

Actinobacteria Actinomycetales  Propionibacteriaceae  Propionimicrobium
Bacilli Lactobacillales Aerococcaceae Ignavigranum
Actinobacteria Actinomycetales Microbacteriaceae Agromyces
Bacilli Lactobacillales Aerococcaceae Dolosicoccus
Deltaproteobact Myxococcales Cystobacteraceae Anaeromyxobacter
Mollicutes Entomoplasmatales Entomoplasmataceae = Mesoplasma
Nitrospira Nitrospirales Nitrospiraceae Nitrospira
Thermolithobac Thermolithobacteral Thermolithobacteraceae Thermolithobacter
Bacilli Bacillales Bacillaceae Sediminibacillus
Bacilli Lactobacillales Enterococcaceae Pilibacter
Clostridia Clostridiales Clostridiaceae Clostridiisalibacter
Clostridia Clostridiales Veillonellaceae Selenomonas
Actinobacteria Actinomycetales Kineosporiaceae Kineosporia
Actinobacteria Actinomycetales  Intrasporangiaceae Terrabacter
Bacilli Lactobacillales Aerococcaceae Eremococcus
Actinobacteria Actinomycetales Pseudonocardiaceae Kutzneria
Actinobacteria Actinomycetales Beutenbergiaceae Serinibacter
Acidobacteria_ Unclassified

Clostridia Clostridiales Lachnospiraceae Roseburia
Actinobacteria Actinomycetales Streptosporangiaceae  Acrocarpospora
Bacilli Bacillales Thermoactinomycetaces Shimazuella
Clostridia Clostridiales Incertae_Sedis_XIV Howardella
Clostridia Clostridiales Veillonellaceae Zymophilus
Actinobacteria Actinomycetales Jonesiaceae Jonesia
Actinobacteria Actinomycetales =~ Thermomonosporaceae Actinoallomurus
Actinobacteria Actinomycetales Thermomonosporaceae Actinomadura
Mollicutes Mycoplasmatales ~ Mycoplasmataceae Mycoplasma
Actinobacteria Actinomycetales ~ Actinomycetaceae Actinobaculum
Actinobacteria Actinomycetales Nocardioidaceae Aeromicrobium
Clostridia Clostridiales Lachnospiraceae Pseudobutyrivibrio
Clostridia Clostridiales Eubacteriaceae Eubacterium
Clostridia Clostridiales Lachnospiraceae Robinsoniella
Clostridia Natranaerobiales ~ Natranaerobiaceae Dethiobacter
Sphingobacteriz Sphingobacteriales Cytophagaceae Runella
Sphingobacterie Sphingobacteriales Unclassified

Clostridia Clostridiales Peptococcaceae Dehalobacter
Clostridia Halanaerobiales Halanaerobiaceae Halanaerobium
Actinobacteria Actinomycetales Nocardiaceae Nocardia
Actinobacteria Actinomycetales Dermabacteraceae Devriesea

Bacilli Bacillales Bacillaceae Salinibacillus
Actinobacteria Actinomycetales Dermacoccaceae Dermacoccus
Actinobacteria Actinomycetales  Propionibacteriaceae  Tessaracoccus
Bacilli Bacillales Bacillaceae Gracilibacillus
Bacilli Bacillales Planococcaceae Planomicrobium
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26
26
26
26
25
23
23
23
23
22
22
21
21
20
20
20
20
20
19
19
19
18
18
18
18
17
17
17
16
16
15
15
15
15
15
15
14
14
14
14
14
14
14
14
13
13
13
13
13
13
12
12
12
12
12
12
12

0.002317
0.002231
0.002231
0.002231
0.002231
0.002145
0.001973
0.001973
0.001973
0.001973
0.001888
0.001888
0.001802
0.001802
0.001716
0.001716
0.001716
0.001716
0.001716
0.00163

0.00163

0.00163

0.001544
0.001544
0.001544
0.001544
0.001459
0.001459
0.001459
0.001373
0.001373
0.001287
0.001287
0.001287
0.001287
0.001287
0.001287
0.001201
0.001201
0.001201
0.001201
0.001201
0.001201
0.001201
0.001201
0.001115
0.001115
0.001115
0.001115
0.001115
0.001115
0.00103

0.00103

0.00103

0.00103

0.00103

0.00103

0.00103

Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Archaea
Bacteria
Bacteria
Archaea
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria

Anexo 2. Tabla de anotacion taxondmica por gen ribosomal 16S

Firmicutes
Actinobacteria
Actinobacteria
Chlorobi
Firmicutes
Firmicutes
Actinobacteria
Firmicutes
Tenericutes
Tenericutes
Actinobacteria
Firmicutes
Proteobacteria
Proteobacteria
Actinobacteria
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Crenarchaeota
Firmicutes
Proteobacteria
Crenarchaeota
Firmicutes
Firmicutes
Proteobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Proteobacteria
Actinobacteria
Firmicutes
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Firmicutes
Proteobacteria
Proteobacteria
Acidobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria

Deinococcus-Thermus

Firmicutes
Proteobacteria
Proteobacteria
Actinobacteria
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Proteobacteria
™7
Acidobacteria
Cyanobacteria
Firmicutes
Firmicutes

Firmicutes

Firmicutes

Gemmatimonadetes

Clostridia Clostridiales Peptococcaceae Desulfonispora
Actinobacteria Actinomycetales Promicromonosporaceat Myceligenerans
Actinobacteria Actinomycetales ~ Thermomonosporaceae Thermomonospora
Chlorobia Chlorobiales Chlorobiaceae Chlorobaculum
Bacilli Bacillales Planococcaceae Paenisporosarcina
Clostridia Clostridiales Lachnospiraceae Anaerosporobacter
Actinobacteria Actinomycetales ~ Micromonosporaceae  Actinoplanes
Bacilli Bacillales Bacillaceae Salsuginibacillus
Mollicutes Acholeplasmatales Acholeplasmataceae  Acholeplasma
Mollicutes Entomoplasmatales Spiroplasmataceae Spiroplasma
Actinobacteria Actinomycetales  Cellulomonadaceae Cellulomonas
Bacilli Bacillales Paenibacillaceae Oxalophagus
Betaproteobacte Rhodocyclales Rhodocyclaceae Thauera
Gammaproteob: Acidithiobacillales Thermithiobacillaceae Thermithiobacillus
Actinobacteria Actinomycetales Micrococcaceae Nesterenkonia
Bacilli Bacillales Bacillales_incertae_sedi Pullulanibacillus
Bacilli Bacillales Paenibacillaceae Thermicanus
Clostridia Clostridiales Incertae_Sedis_XI Peptoniphilus
Erysipelotrichi Erysipelotrichales  Erysipelotrichaceae Turicibacter
Thermoprotei  Desulfurococcales Pyrodictiaceae Pyrolobus
Clostridia Clostridiales Incertae_Sedis_XIII ~ Mogibacterium
Alphaproteobac Caulobacterales Caulobacteraceae Phenylobacterium
Thermoprotei Desulfurococcales  Desulfurococcaceae Ignicoccus
Bacilli Bacillales Bacillaceae Salimicrobium
Bacilli Bacillales Planococcaceae Planococcus
Alphaproteobac Rhodospirillales Acetobacteraceae Acidocella
Actinobacteria Actinomycetales Nocardiaceae Millisia
Actinobacteria Actinomycetales ~ Thermomonosporaceae Actinocorallia
Alphaproteobac Caulobacterales Hyphomonadaceae Robiginitomaculum
Actinobacteria Actinomycetales Propionibacteriaceae  Brooklawnia
Clostridia Clostridiales Veillonellaceae Anaerosinus
Actinobacteria Actinomycetales Intrasporangiaceae Arsenicicoccus
Actinobacteria Actinomycetales Nocardiaceae Rhodococcus
Actinobacteria Actinomycetales Rarobacteraceae Rarobacter
Bacilli Bacillales Bacillaceae Amphibacillus
Deltaproteobact Desulfobacterales  Desulfobacteraceae Desulfobotulus
Deltaproteobact Desulfurellales Desulfurellaceae Desulfurella
Acidobacteria_ Unclassified

Actinobacteria Actinomycetales Intrasporangiaceae Tetrasphaera
Actinobacteria Actinomycetales Tsukamurellaceae Tsukamurella
Actinobacteria Solirubrobacterales Solirubrobacteraceae  Solirubrobacter
Deinococci Thermales Thermaceae Unclassified
Bacilli Bacillales Sporolactobacillaceae  Tuberibacillus
Epsilonproteob: Campylobacterales Helicobacteraceae Helicobacter
Epsilonproteobe Nautiliales Nautiliaceae Nautilia
Actinobacteria Actinomycetales ~ Microbacteriaceae Microbacterium
Bacilli Bacillales Bacillaceae Paraliobacillus
Clostridia Clostridiales Eubacteriaceae Anaerofustis
Clostridia Clostridiales Incertae_Sedis_XI Anaerosphaera
Deltaproteobact Desulfovibrionales Desulfovibrionaceae ~ Desulfovibrio
Unclassified

Acidobacteria_ Unclassified

Cyanobacteria Cyanobacteria_order Family_II GplIb

Bacilli Bacillales Bacillaceae Jeotgalibacillus
Bacilli Bacillales Bacillaceae Pontibacillus
Clostridia Clostridiales Clostridiaceae Tindallia
Erysipelotrichi Erysipelotrichales  Erysipelotrichaceae Erysipelothrix
Gemmatimonad Gemmatimonadales Gemmatimonadaceae ~Gemmatimonas
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0.00103

0.000944
0.000944
0.000944
0.000944
0.000944
0.000944
0.000944
0.000858
0.000858
0.000858
0.000858
0.000858
0.000858
0.000858
0.000858
0.000858
0.000772
0.000772
0.000772
0.000772
0.000772
0.000772
0.000772
0.000772
0.000686
0.000686
0.000686
0.000686
0.000686
0.000686
0.000686
0.000686
0.000686
0.000686
0.000601
0.000601
0.000601
0.000601
0.000601
0.000601
0.000601
0.000601
0.000601
0.000601
0.000601
0.000601
0.000601
0.000601
0.000601
0.000601
0.000601
0.000601
0.000601
0.000601
0.000601
0.000515
0.000515

Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria

Anexo 2. Tabla de anotacion taxondmica por gen ribosomal 16S

Proteobacteria
Acidobacteria
Actinobacteria
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Proteobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Deinococcus-Thermus
Firmicutes
Firmicutes
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Thermotogae
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Bacteroidetes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Tenericutes
Tenericutes
Thermotogae
Acidobacteria
Actinobacteria

Alphaproteobac Rhodospirillales Acetobacteraceae Acidicaldus
Acidobacteria_ Unclassified

Actinobacteria Actinomycetales Dietziaceae Dietzia

Bacilli Bacillales Bacillaceae Lysinibacillus
Bacilli Bacillales Paenibacillaceae Thermobacillus
Bacilli Bacillales Thermoactinomycetacea Planifilum
Clostridia Thermoanaerobacter Thermoanaerobacterace Thermoanaerobacte
Gammaproteob: Enterobacteriales  Enterobacteriaceae Serratia
Actinobacteria Actinomycetales  Glycomycetaceae Haloglycomyces
Actinobacteria Actinomycetales Nocardiopsaceae Marinactinospora
Deinococci Thermales Thermaceae Marinithermus
Clostridia Clostridiales Clostridiaceae Caloramator
Clostridia Clostridiales Lachnospiraceae Johnsonella
Alphaproteobac Rhodospirillales Rhodospirillaceae Caenispirillum
Alphaproteobac Sphingomonadales Sphingomonadaceae  Sphingobium
Gammaproteob: Chromatiales Chromatiaceae Allochromatium
Thermotogae = Thermotogales Thermotogaceae Kosmotoga
Clostridia Clostridiales Clostridiaceae Anoxynatronum
Clostridia Clostridiales Clostridiaceae Thermohalobacter
Clostridia Halanaerobiales Halobacteroidaceae Orenia

Clostridia Natranaerobiales ~ Natranaerobiaceae Natranaerobius
Deltaproteobact Desulfobacterales  Desulfobacteraceae Desulfobacterium
Deltaproteobact Desulfuromonadales Geobacteraceae Geoalkalibacter
Epsilonproteob: Nautiliales Nautiliaceae Caminibacter
Gammaproteob: Alteromonadales  Alteromonadaceae Microbulbifer
Actinobacteria Actinomycetales =~ Microbacteriaceae Leucobacter
Actinobacteria Actinomycetales Nocardiaceae Gordonia

Bacilli Bacillales Bacillales_incertae_sedi Rummeliibacillus
Clostridia Clostridiales Eubacteriaceae Alkalibacter
Clostridia Clostridiales Peptococcaceae Desulfitobacterium
Clostridia Clostridiales Peptococcaceae Desulfosporosinus
Clostridia Thermoanaerobacter Thermoanaerobacterace Mahella
Deltaproteobact Desulfarculales Desulfarculaceae Desulfarculus
Gammaproteob: Enterobacteriales ~ Enterobacteriaceae Enterobacter
Gammaproteob: Enterobacteriales  Enterobacteriaceae Escherichia/Shigelle
Sphingobacteriec Sphingobacteriales Flammeovirgaceae Roseivirga

Bacilli Bacillales Bacillaceae Ureibacillus
Bacilli Bacillales Bacillaceae Vulcanibacillus
Bacilli Bacillales Thermoactinomycetacee Mechercharimyces
Clostridia Clostridiales Incertae_Sedis_XI Tissierella
Clostridia Clostridiales Peptococcaceae Sporotomaculum
Clostridia Clostridiales Peptostreptococcaceae Filifactor
Clostridia Clostridiales Veillonellaceae Dialister

Clostridia Halanaerobiales Halobacteroidaceae Selenihalanaerobact
Clostridia Natranaerobiales ~ Natranaerobiaceae Natronovirga
Erysipelotrichi Erysipelotrichales  Erysipelotrichaceae Holdemania
Alphaproteobac Rhizobiales Rhodobiaceae Afifella
Betaproteobacte Methylophilales Methylophilaceae Methylotenera
Deltaproteobact Desulfuromonadales Geobacteraceae Geobacter
Epsilonproteobe Campylobacterales Campylobacteraceae ~ Campylobacter
Gammaproteob: Chromatiales Ectothiorhodospiraceae Ectothiorhodospira
Gammaproteob: Enterobacteriales ~ Enterobacteriaceae Pectobacterium
Gammaproteob: Oceanospirillales ~ Hahellaceae Hahella

Mollicutes Anaeroplasmatales Anaeroplasmataceae  Anaeroplasma
Mollicutes Mycoplasmatales ~ Mycoplasmataceae Ureaplasma
Thermotogae  Thermotogales Thermotogaceae Thermosipho
Holophagae Holophagales Holophagaceae Holophaga
Actinobacteria Actinomycetales  Pseudonocardiaceae  Kibdelosporangium
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0.000515
0.000515
0.000515
0.000515
0.000515
0.000515
0.000515
0.000515
0.000515
0.000515
0.000515
0.000515
0.000515
0.000429
0.000429
0.000429
0.000429
0.000429
0.000429
0.000429
0.000429
0.000429
0.000429
0.000429
0.000429
0.000429
0.000429
0.000429
0.000429
0.000429
0.000429
0.000429
0.000429
0.000429
0.000429
0.000429
0.000429
0.000429
0.000429
0.000429
0.000429
0.000429
0.000429
0.000343
0.000343
0.000343
0.000343
0.000343
0.000343
0.000343
0.000343
0.000343
0.000343
0.000343
0.000343
0.000343
0.000343
0.000343

Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria

Anexo 2. Tabla de anotacion taxondmica por gen ribosomal 16S

Actinobacteria
Cyanobacteria
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
OP10
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Deinococcus-Thermus
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
WS3
Actinobacteria
Actinobacteria
Bacteroidetes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
OP11
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria

Actinobacteria Actinomycetales

Yaniellaceae

Cyanobacteria Cyanobacteria_order Family_ IV

Bacilli Bacillales
Clostridia Clostridiales
Clostridia Halanaerobiales
Clostridia

Unclassified

Alphaproteobac Caulobacterales
Alphaproteobac Rhizobiales
Betaproteobacte Burkholderiales
Betaproteobacte Neisseriales
Deltaproteobact Myxococcales
Gammaproteob: Pseudomonadales
Actinobacteria Actinomycetales
Actinobacteria Actinomycetales
Actinobacteria Actinomycetales
Actinobacteria Actinomycetales
Actinobacteria Actinomycetales
Actinobacteria Actinomycetales
Actinobacteria Actinomycetales

Deinococci Thermales
Bacilli Bacillales
Bacilli Bacillales
Clostridia Clostridiales
Clostridia Clostridiales
Clostridia Clostridiales
Clostridia Clostridiales
Clostridia Clostridiales
Clostridia Clostridiales
Clostridia Halanaerobiales
Clostridia Halanaerobiales
Clostridia

Erysipelotrichi Erysipelotrichales
Alphaproteobac Rhodobacterales
Alphaproteobac Rhodospirillales
Alphaproteobac Rhodospirillales
Alphaproteobac Rhodospirillales
Alphaproteobac Rhodospirillales
Betaproteobacte Burkholderiales
Betaproteobacte Rhodocyclales

Deltaproteobact Syntrophobacterales Syntrophobacteraceae

Gammaproteob: Enterobacteriales
Unclassified

Actinobacteria Actinomycetales
Actinobacteria Actinomycetales

Flavobacteria ~ Flavobacteriales
Bacilli Bacillales
Bacilli Bacillales
Clostridia Clostridiales
Clostridia Clostridiales
Clostridia Clostridiales
Clostridia Clostridiales
Clostridia Clostridiales
Unclassified

Alphaproteobac Parvularculales
Alphaproteobac Rhizobiales
Alphaproteobac Rhodobacterales
Alphaproteobac Rhodospirillales
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Paenibacillaceae
Gracilibacteraceae
Halobacteroidaceae

Thermoanaerobacter Thermoanaerobacterace

Hyphomonadaceae
Phyllobacteriaceae
Burkholderiaceae
Neisseriaceae
Cystobacteraceae
Moraxellaceae
Cellulomonadaceae
Glycomycetaceae
Kineosporiaceae
Micromonosporaceae
Micromonosporaceae
Nocardioidaceae
Propionibacteriaceae
Thermaceae
Bacillaceae
Bacillaceae
Clostridiaceae
Incertae_Sedis_XIV
Incertae_Sedis_XIV
Lachnospiraceae
Peptococcaceae
Veillonellaceae
Halobacteroidaceae
Halobacteroidaceae

Thermoanaerobacter Thermoanaerobacterace

Erysipelotrichaceae
Rhodobacteraceae
Acetobacteraceae
Acetobacteraceae
Acetobacteraceae
Rhodospirillaceae
Comamonadaceae
Rhodocyclaceae

Enterobacteriaceae

Actinomycetaceae
Micrococcaceae
Cryomorphaceae
Bacillaceae
Paenibacillaceae
Incertae_Sedis_XI
Lachnospiraceae

Ruminococcaceae

Syntrophomonadaceae

Veillonellaceae

Parvularculaceae
Hyphomicrobiaceae
Rhodobacteraceae
Rhodospirillaceae

Yaniella

Gplv

Cohnella
Gracilibacter
Halanaerobacter
Gelria

Oceanicaulis
Hoeflea
Burkholderia
Silvimonas
Cystobacter
Psychrobacter
Oerskovia
Glycomyces
Kineococcus
Micromonospora
Rugosimonospora
Kribbella
Propionicicella
Oceanithermus
Filobacillus
Saccharococcus
Caloranaerobacter
Anaerobranca
Proteocatella
Butyrivibrio
Peptococcus
Acetonema
Halonatronum
Natroniella
Moorella
Coprobacillus
Seohaeicola
Acetobacter
Asaia
Roseomonas
Azospirillum
Hydrogenophaga
Zoogloea
Desulfoglaeba
Klebsiella

Mobiluncus
Sinomonas
Brumimicrobium
Terribacillus
Ammoniphilus
Anaerococcus
Lachnobacterium
Hydrogenoanaerobe
Syntrophomonas
Pectinatus

Parvularcula
Zhangella
Paracoccus
Defluviicoccus
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0.000343
0.000343
0.000343
0.000343
0.000343
0.000343
0.000343
0.000343
0.000257
0.000257
0.000257
0.000257
0.000257
0.000257
0.000257
0.000257
0.000257
0.000257
0.000257
0.000257
0.000257
0.000257
0.000257
0.000257
0.000257
0.000257
0.000257
0.000257
0.000257
0.000257
0.000257
0.000257
0.000257
0.000257
0.000257
0.000257
0.000257
0.000257
0.000257
0.000257
0.000257
0.000257
0.000257
0.000172
0.000172
0.000172
0.000172
0.000172
0.000172
0.000172
0.000172
0.000172
0.000172
0.000172
0.000172
0.000172
0.000172
0.000172

Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria

Anexo 2. Tabla de anotacion taxondmica por gen ribosomal 16S

Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
SR1
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Chrysiogenetes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
OD1
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Thermotogae
Acidobacteria
Acidobacteria
Acidobacteria
Acidobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria

Alphaproteobac Sphingomonadales Sphingomonadaceae

Deltaproteobact Desulfovibrionales Desulfovibrionaceae

Deltaproteobact Desulfurellales

Gammaproteob:
Gammaproteob:
Gammaproteob:

Aeromonadales
Chromatiales
Oceanospirillales

Gammaproteob: Oceanospirillales

Unclassified
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Chrysiogenetes
Bacilli

Bacilli
Clostridia
Clostridia
Clostridia
Clostridia
Clostridia
Clostridia
Clostridia
Erysipelotrichi
Erysipelotrichi
Unclassified

Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Chrysiogenales
Bacillales
Lactobacillales
Clostridiales
Clostridiales
Clostridiales
Clostridiales
Clostridiales
Clostridiales

Sphingomonas

Desulfocurvus
Desulfurellaceae Hippea
Aeromonadaceae Aeromonas
Chromatiaceae Thiocystis
Oceanospirillaceae Oceanobacter
Oleiphilaceae Oleiphilus
Catenulisporaceae Catenulispora
Microbacteriaceae Klugiella
Micrococcaceae Micrococcus
Micrococcaceae Renibacterium
Nocardiopsaceae Thermobifida
Promicromonosporaceat Isoptericola
Propionibacteriaceae ~ Microlunatus
Chrysiogenaceae Chrysiogenes
Thermoactinomycetacea Thermoflavimicrobi
Carnobacteriaceae Allofustis
Clostridiaceae Caminicella
Lachnospiraceae Catonella
Peptococcaceae Thermincola
Veillonellaceae Megamonas
Veillonellaceae Megasphaera
Veillonellaceae Succiniclasticam

Thermoanaerobacter Thermoanaerobacterace Caldanaerovirga

Erysipelotrichales
Erysipelotrichales

Alphaproteobac Caulobacterales

Alphaproteobac Rhizobiales

Alphaproteobac Rhizobiales

Alphaproteobac Rhodobacterales

Alphaproteobac Rhodospirillales

Betaproteobacte Burkholderiales

Betaproteobacte Burkholderiales

Betaproteobacte Burkholderiales

Betaproteobacte Hydrogenophilales

Betaproteobacte Neisseriales

Gammaproteob: Enterobacteriales

Gammaproteob:

Thiotrichales

Gammaproteob: Vibrionales

Gammaproteob: Xanthomonadales

Thermotogae
Acidobacteria_
Acidobacteria_
Acidobacteria_
Holophagae
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria

Thermotogales
Unclassified
Unclassified
Unclassified

Erysipelotrichaceae
Erysipelotrichaceae

Hyphomonadaceae
Hyphomicrobiaceae
Methylocystaceae
Rhodobacteraceae
Acetobacteraceae

Allobaculum
Catenibacterium

Henriciella
Prosthecomicrobiun
Terasakiella
Amaricoccus
Roseococcus

Burkholderiales_incerta Paucibacter

Comamonadaceae
Comamonadaceae
Hydrogenophilaceae
Neisseriaceae
Enterobacteriaceae

Malikia
Pseudorhodoferax
Tepidiphilus
Kingella
Arsenophonus

Thiotrichales_incertae_s Caedibacter

Vibrionaceae
Xanthomonadaceae
Thermotogaceae

Vibrio
Xanthomonas
Thermotoga

Acanthopleuribacter. Acanthopleuribacterace Acanthopleuribactei

Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
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Actinosynnemataceae  Actinokineospora
Bogoriellaceae Bogoriella
Frankineae_incertae_sec Fodinicola
Glycomycetaceae Stackebrandtia
Intrasporangiaceae Terracoccus
Microbacteriaceae Frigoribacterium
Micromonosporaceae  Actinocatenispora
Micromonosporaceae  Catellatospora
Micromonosporaceae  Longispora
Nocardioidaceae Jiangella
Nocardioidaceae Nocardioides
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0.000172
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Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria

Anexo 2. Tabla de anotacion taxondmica por gen ribosomal 16S

Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Aquificae
Aquificae
Bacteroidetes
Bacteroidetes
Bacteroidetes
Bacteroidetes
Bacteroidetes
Chlamydiae
Chloroflexi
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Deinococcus-Thermus
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Fusobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria

Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Aquificae
Aquificae
Bacteroidia
Flavobacteria
Flavobacteria
Flavobacteria

Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Coriobacteriales
Coriobacteriales
Solirubrobacterales
Solirubrobacterales
Aquificales
Aquificales
Bacteroidales
Flavobacteriales
Flavobacteriales
Flavobacteriales

Sphingobacteriec Sphingobacteriales

Chlamydiae
Anaerolineae
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Deinococci
Bacilli
Bacilli
Bacilli
Bacilli
Bacilli
Bacilli
Clostridia
Clostridia
Clostridia
Clostridia
Clostridia
Clostridia
Clostridia
Clostridia
Clostridia
Clostridia
Clostridia
Clostridia
Clostridia
Clostridia
Fusobacteria

Chlamydiales
Anaerolineales

Promicromonosporaceat Promicromonospore

Propionibacteriaceae
Pseudonocardiaceae
Sporichthyaceae
Streptomycetaceae
Streptosporangiaceae

Thermomonosporaceae

Coriobacteriaceae
Coriobacteriaceae
Conexibacteraceae
Patulibacteraceae
Desulfurobacteriaceae
Unclassified
Bacteroidaceae
Cryomorphaceae
Flavobacteriaceae
Flavobacteriaceae
Cytophagaceae
Chlamydiaceae

Anaerolineaceae

Cyanobacteria_order Chloroplast

Cyanobacteria_order Family X

Thermales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Clostridiales
Clostridiales
Clostridiales
Clostridiales
Clostridiales
Clostridiales
Clostridiales
Clostridiales
Clostridiales
Clostridiales
Clostridiales
Clostridiales

Thermoanaerobacter Thermoanaerobacterace
Thermoanaerobacter Thermoanaerobacterace

Fusobacteriales

Alphaproteobac Rhizobiales

Alphaproteobac Rhizobiales

Alphaproteobac Rhizobiales

Alphaproteobac Rhizobiales

Alphaproteobac Rhizobiales

Alphaproteobac Rhizobiales

Alphaproteobac Rhodobacterales

Alphaproteobac Rhodobacterales

Alphaproteobac Rhodobacterales

Alphaproteobac Rhodobacterales

Alphaproteobac Rhodospirillales

Alphaproteobac Rhodospirillales

Alphaproteobac Rhodospirillales

Alphaproteobac Sneathiellales

Page 8

Thermaceae
Bacillaceae
Bacillaceae
Bacillaceae
Bacillaceae

Propioniferax
Saccharomonospora
Sporichthya
Kitasatospora
Nonomuraea
Spirillospora
Denitrobacterium
Olsenella
Conexibacter
Patulibacter
Desulfurobacterium

Bacteroides
Cryomorpha
Arenibacter
Wautersiella
Effluviibacter
Chlamydia
Anaerolinea
Streptophyta
GpX
Vulcanithermus
Alkalibacillus
Halalkalibacillus
Paucisalibacillus
Piscibacillus

Thermoactinomycetaces Desmospora

Thermoactinomycetacea Thermoactinomyces

Clostridiaceae
Incertae_Sedis_XI
Incertae_Sedis_XI
Incertae_Sedis_XII
Incertae_Sedis_XII
Incertae_Sedis_XII
Incertae_Sedis_XIV

Peptostreptococcaceae

Ruminococcaceae
Ruminococcaceae
Ruminococcaceae

Syntrophomonadaceae

Leptotrichiaceae
Aurantimonadaceae
Bradyrhizobiaceae
Methylobacteriaceae
Rhizobiaceae
Rhizobiaceae
Rhodobiaceae
Rhodobacteraceae
Rhodobacteraceae
Rhodobacteraceae
Rhodobacteraceae
Acetobacteraceae
Acetobacteraceae
Rhodospirillaceae
Sneathiellaceae

Geosporobacter
Gallicola
Sporanaerobacter
Acidaminobacter
Fusibacter
Guggenheimella
Proteiniborus
Sporacetigenium
Ethanoligenens
Sporobacter
Subdoligranulum
Thermosyntropha
Caldanaerobius
Unclassified
Sebaldella
Aurantimonas
Afipia
Methylobacterium
Ensifer
Rhizobium
Rhodobium
Nereida
Rhodobacter
Roseibium
Roseisalinus
Acidiphilium
Stella

Nisaea
Sneathiella
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0.000172
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0.000172
0.000172
0.000172
0.000172
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0.000172
0.000172
0.000172
0.000172
0.000172
0.000172
0.000172
0.000172
0.000172
0.000172
0.000172
0.000172
0.000086
0.000086
0.000086
0.000086
0.000086
0.000086
0.000086
0.000086
0.000086
0.000086
0.000086

Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Archaea
Archaea
Archaea
Archaea
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria

Anexo 2. Tabla de anotacion taxondmica por gen ribosomal 16S

Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Spirochaetes
Spirochaetes
Synergistetes
Synergistetes
Tenericutes
Thermotogae
Thermotogae
Verrucomicrobia
Verrucomicrobia
Euryarchaeota
Euryarchaeota
Euryarchaeota
Korarchaeota
Acidobacteria
Acidobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria

Betaproteobacte Burkholderiales
Betaproteobacte Burkholderiales
Betaproteobacte Burkholderiales
Betaproteobacte Hydrogenophilales
Betaproteobacte Neisseriales
Betaproteobacte Neisseriales
Betaproteobacte Rhodocyclales
Betaproteobacte Rhodocyclales
Deltaproteobact Desulfobacterales
Deltaproteobact Desulfobacterales
Deltaproteobact Desulfobacterales
Deltaproteobact Desulfovibrionales
Deltaproteobact Myxococcales
Epsilonproteob: Campylobacterales
Epsilonproteob: Campylobacterales
Epsilonproteob: Nautiliales
Gammaproteob: Alteromonadales
Gammaproteob: Alteromonadales
Gammaproteob: Alteromonadales
Gammaproteob: Cardiobacteriales
Gammaproteob: Chromatiales
Gammaproteob: Enterobacteriales
Gammaproteob: Enterobacteriales
Gammaproteob: Enterobacteriales
Gammaproteob: Enterobacteriales

Gammaproteob: Gammaproteobacter:
Gammaproteob: Gammaproteobacter

Gammaproteob: Legionellales
Gammaproteob: Methylococcales
Gammaproteob: Oceanospirillales
Gammaproteob: Oceanospirillales
Gammaproteob: Oceanospirillales
Gammaproteob: Oceanospirillales
Gammaproteob: Oceanospirillales
Gammaproteob: Pseudomonadales

Gammaproteob: Pseudomonadales
Gammaproteob: Xanthomonadales
Gammaproteob: Xanthomonadales
Spirochaetes  Spirochaetales
Spirochaetes  Spirochaetales
Synergistia Synergistales
Synergistia Synergistales
Mollicutes Haloplasmatales
Thermotogae  Thermotogales
Thermotogae  Thermotogales
Opitutae Puniceicoccales
Subdivision5  Unclassified
Halobacteria ~ Halobacteriales
Halobacteria ~ Halobacteriales

Methanobacteri Methanobacteriales

Korarchaeota_c Korarchaeota_order_

Acidobacteria_ Unclassified

Acidobacteria_ Unclassified

Actinobacteria Acidimicrobiales
Actinobacteria Acidimicrobiales
Actinobacteria Actinomycetales
Actinobacteria Actinomycetales
Actinobacteria Actinomycetales
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Alcaligenaceae Alcaligenes
Burkholderiales_incerta Methylibium
Comamonadaceae Verminephrobacter
Hydrogenophilaceae ~ Hydrogenophilus
Neisseriaceae Microvirgula
Neisseriaceae Paludibacterium
Rhodocyclaceae Rhodocyclus
Rhodocyclaceae Shinella
Desulfobacteraceae Desulfatibacillum
Desulfobacteraceae Desulfonema
Desulfobacteraceae Desulfosarcina
Desulfovibrionaceae ~ Lawsonia
Phaselicystidaceae Phaselicystis
Helicobacteraceae Sulfurimonas
Helicobacteraceae Wolinella
Nautiliaceae Nitratiruptor
Alteromonadaceae Glaciecola
Alteromonadaceae Saccharophagus
Colwelliaceae Colwellia
Cardiobacteriaceae Dichelobacter
Chromatiaceae Thiorhodococcus
Enterobacteriaceae Brenneria
Enterobacteriaceae Citrobacter
Enterobacteriaceae Kluyvera
Enterobacteriaceae Trabulsiella

Gammaproteobacteria_i Simiduia

Gammaproteobacteria_i Thiohalomonas

Legionellaceae
Methylococcaceae
Oceanospirillaceae
Oceanospirillaceae
Oceanospirillaceae
Oceanospirillaceae
Oceanospirillaceae
Moraxellaceae
Moraxellaceae
Xanthomonadaceae
Xanthomonadaceae
Leptospiraceae
Spirochaetaceae
Synergistaceae
Synergistaceae
Haloplasmataceae
Thermotogaceae
Thermotogaceae

Puniceicoccaceae

Halobacteriaceae
Halobacteriaceae
Methanobacteriaceae

Legionella
Unclassified
Bermanella
Marinospirillum
Neptuniibacter
Nitrincola
Pseudospirillum
Acinetobacter
Enhydrobacter
Lysobacter
Pseudoxanthomonat
Leptonema
Spirochaeta
Aminomonas
Dethiosulfovibrio
Haloplasma
Geotoga
Marinitoga
Cerasicoccus

Halobacterium
Haloquadratum
Methanosphaera

Korarchaeota_family_in Candidatus_Korarct

Acidimicrobiaceae
Acidimicrobiaceae
Dermacoccaceae
Dermatophilaceae
Intrasporangiaceae

Acidimicrobium
Ferrithrix
Demetria
Kineosphaera

Intrasporangium
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0.000086
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0.000086
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0.000086
0.000086
0.000086
0.000086
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0.000086
0.000086
0.000086
0.000086
0.000086
0.000086
0.000086
0.000086
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0.000086
0.000086
0.000086
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0.000086
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0.000086
0.000086
0.000086
0.000086
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0.000086
0.000086
0.000086
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0.000086
0.000086
0.000086
0.000086
0.000086
0.000086
0.000086
0.000086
0.000086
0.000086
0.000086
0.000086
0.000086

Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria

Anexo 2. Tabla de anotacion taxondmica por gen ribosomal 16S

Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Aquificae
Bacteroidetes
Bacteroidetes
Chlamydiae
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Deferribacteres
Deinococcus-Thermus
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Fusobacteria
Planctomycetes
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria

Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Aquificae
Flavobacteria

Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Aquificales

Flavobacteriales

Sphingobacteric Sphingobacteriales

Intrasporangiaceae
Intrasporangiaceae
Microbacteriaceae
Microbacteriaceae
Micromonosporaceae
Nakamurellaceae
Nocardiopsaceae
Pseudonocardiaceae
Streptosporangiaceae
Aquificaceae
Flavobacteriaceae
Cytophagaceae
‘Waddliaceae

Cyanobacteria_order Chloroplast

Cyanobacteria_order Family VII

Deferribacteraceae
Thermaceae
Bacillaceae
Bacillaceae
Planococcaceae

Phycicoccus
Serinicoccus
Clavibacter
Yonghaparkia
Pilimelia
Humicoccus
Nocardiopsis
Amycolatopsis
Sphaerisporangium
Thermocrinis
Coenonia
Leadbetterella
Waddlia
Chlorarachniophyce
GpVII
Denitrovibrio
Thermus
Tenuibacillus
Thalassobacillus
Filibacter

Thermoactinomycetacee Laceyella

Clostridiaceae
Clostridiaceae
Clostridiaceae
Heliobacteriaceae
Heliobacteriaceae
Incertae_Sedis_XI
Incertae_Sedis_XIIT
Incertae_Sedis_XVI
Lachnospiraceae
Lachnospiraceae
Lachnospiraceae
Lachnospiraceae
Peptococcaceae
Ruminococcaceae
Ruminococcaceae
Veillonellaceae
Veillonellaceae
Veillonellaceae

Natronincola
Sarcina
Thermotalea
Heliobacillus
Heliorestis
Tepidimicrobium
Anaerovorax
Carboxydocella
Hespellia
Moryella
Oribacterium
Syntrophococcus
Pelotomaculum
Acetivibrio
Papillibacter
Centipeda
Sporolituus
Succinispira

Thermoanaerobacter Thermoanaerobacterace Caldanaerobacter

Thermoanaerobacter Thermoanaerobacterace Thermacetogenium

Chlamydiae ~ Chlamydiales
Cyanobacteria

Cyanobacteria
Deferribacteres Deferribacterales
Deinococci Thermales
Bacilli Bacillales
Bacilli Bacillales
Bacilli Bacillales
Bacilli Bacillales
Clostridia Clostridiales
Clostridia Clostridiales
Clostridia Clostridiales
Clostridia Clostridiales
Clostridia Clostridiales
Clostridia Clostridiales
Clostridia Clostridiales
Clostridia Clostridiales
Clostridia Clostridiales
Clostridia Clostridiales
Clostridia Clostridiales
Clostridia Clostridiales
Clostridia Clostridiales
Clostridia Clostridiales
Clostridia Clostridiales
Clostridia Clostridiales
Clostridia Clostridiales
Clostridia Clostridiales
Clostridia

Clostridia

Fusobacteria ~ Fusobacteriales

Planctomycetac Planctomycetales

Alphaproteobac Alphaproteobacteria,

Alphaproteobac Kiloniellales

Alphaproteobac Rhizobiales

Alphaproteobac Rhizobiales

Alphaproteobac Rhizobiales

Alphaproteobac Rhizobiales

Alphaproteobac Rhizobiales

Alphaproteobac Rhodobacterales

Alphaproteobac Rhodospirillales

Alphaproteobac Rickettsiales

Alphaproteobac Sphingomonadales

Betaproteobacte Burkholderiales

Betaproteobacte Burkholderiales

Betaproteobacte Burkholderiales

Betaproteobacte Burkholderiales
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Fusobacteriaceae
Planctomycetaceae

Fusobacterium
Pirellula

Alphaproteobacteria_inc Elioraea

Kiloniellaceae
Bartonellaceae
Bradyrhizobiaceae
Brucellaceae
Hyphomicrobiaceae
Methylobacteriaceae
Rhodobacteraceae
Rhodospirillaceae
Rickettsiaceae
Sphingomonadaceae
Burkholderiaceae

Kiloniella
Bartonella
Blastobacter
Daeguia
Filomicrobium
Meganema
Pannonibacter
Tistrella
Orientia
Sphingopyxis
Polynucleobacter

Burkholderiales_incerta Aquabacterium

Comamonadaceae

Comamonadaceae

Acidovorax
Roseateles
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0.000086
0.000086
0.000086
0.000086
0.000086
0.000086
0.000086
0.000086
0.000086
0.000086
0.000086
0.000086
0.000086
0.000086
0.000086
0.000086
0.000086
0.000086
0.000086

Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria

Anexo 2. Tabla de anotacion taxondmica por gen ribosomal 16S

Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Tenericutes

Betaproteobacte Rhodocyclales
Betaproteobacte Rhodocyclales
Deltaproteobact Desulfobacterales
Deltaproteobact Desulfobacterales
Deltaproteobact Desulfovibrionales

Rhodocyclaceae
Rhodocyclaceae
Desulfobacteraceae
Desulfobacteraceae
Desulfohalobiaceae

Deltaproteobact Desulfuromonadales Desulfuromonadaceae

Epsilonproteob: Campylobacterales
Gammaproteob: Acidithiobacillales
Gammaproteob: Chromatiales
Gammaproteob: Chromatiales
Gammaproteob: Enterobacteriales
Gammaproteob: Enterobacteriales
Gammaproteob: Oceanospirillales
Gammaproteob: Oceanospirillales
Gammaproteob: Oceanospirillales
Gammaproteob: Salinisphaerales
Gammaproteob: Thiotrichales
Gammaproteob: Xanthomonadales
Mollicutes
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Campylobacteraceae
Acidithiobacillaceae
Chromatiaceae
Ectothiorhodospiraceae
Enterobacteriaceae
Enterobacteriaceae
Hahellaceae
Halomonadaceae
Oceanospirillaceae
Salinisphaeraceae
Piscirickettsiaceae
Xanthomonadaceae

Entomoplasmatales Entomoplasmataceae

Azonexus
Quatrionicoccus
Desulfobacula
Desulfofaba
Desulfohalobium
Pelobacter
Sulfurospirillum
Acidithiobacillus
Thiocapsa
Thiorhodospira
Cedecea

Hafnia
Endozoicomonas
Halomonas
Marinomonas
Salinisphaera
Thiomicrospira
Xylella
Entomoplasma



Conteo
411436
343072
281210
106782
41245
24012
18529
13598
12369
8777
7506
3149
2846
2291
1990
1310
1245
1032
837
586
265
233
220
117
105
96

74

69

49

47

45

39

36

36

30

24

23

19

18

15

15

14

10
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Porcentaje
32.004766846
26.686870793
21.874752051
8.3063538761
3.2083643837
1.8678444801
1.4413330989
1.0577606713
0.9621592693
0.6827449193
0.5838764229
0.244954284
0.2213845323
0.1782122149
0.1547980391
0.1019022268
0.0968460094
0.0802771741
0.065108522
0.0455837442
0.0206138092
0.0181245945
0.0171133511
0.0091011912
0.0081677357
0.0074676441
0.005756309
0.0053673692
0.00381161
0.0036560341
0.0035004582
0.0030337304
0.0028003665
0.0028003665
0.0023336388
0.001866911
0.0017891231
0.0014779712
0.0014001833
0.0011668194
0.0011668194
0.0010890314
0.0007778796
0.0007778796
0.0005445157
0.0005445157
0.0005445157
0.0003889398
0.0003889398
0.0003889398
0.0003889398
0.0003889398
0.0003111518
0.0003111518
0.0003111518
0.0002333639
0.0002333639
0.0001555759
0.0001555759
0.0001555759
0.0001555759
0.0001555759

Dominio
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria

Filum
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Actinobacteria
Firmicutes
Firmicutes
Actinobacteria
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Actinobacteria
Actinobacteria
Proteobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Firmicutes
Actinobacteria
Proteobacteria
Firmicutes
Proteobacteria
Actinobacteria
Proteobacteria
Actinobacteria
Firmicutes
Actinobacteria
Firmicutes
Proteobacteria
Proteobacteria
Firmicutes
Actinobacteria
Actinobacteria
Proteobacteria
Deinococcus-Thermu
Actinobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Actinobacteria

Clase

Bacilli

Bacilli

Bacilli

Bacilli

Bacilli

Bacilli

Bacilli

Bacilli

Bacilli

Bacilli

Bacilli

Bacilli

Bacilli

Bacilli

Bacilli

Bacilli

Bacilli

Actinobacteria (class)
Bacilli

Bacilli

Actinobacteria (class)
Bacilli

Bacilli

Bacilli

Bacilli

Bacilli

Bacilli

Bacilli

Bacilli

Actinobacteria (class)
Actinobacteria (class)
Gammaproteobacteria
Actinobacteria (class)
Actinobacteria (class)
Bacilli

Actinobacteria (class)
Gammaproteobacteria
Bacilli
Gammaproteobacteria
Actinobacteria (class)
Gammaproteobacteria
Actinobacteria (class)
Bacilli

Actinobacteria (class)
Bacilli
Alphaproteobacteria
Gammaproteobacteria
Bacilli

Actinobacteria (class)
Actinobacteria (class)
Gammaproteobacteria
Deinococci
Actinobacteria (class)
Alphaproteobacteria
Gammaproteobacteria
Actinobacteria (class)
Actinobacteria (class)
Bacilli

Bacilli

Bacilli

Bacilli

Actinobacteria (class)
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Orden
Lactobacillales
Lactobacillales
Lactobacillales
Lactobacillales
Lactobacillales
Lactobacillales
Lactobacillales
Lactobacillales
Bacillales
Lactobacillales
Lactobacillales
Lactobacillales
Lactobacillales
Lactobacillales
Bacillales
Bacillales
Lactobacillales
Actinomycetales
Lactobacillales
Lactobacillales
Actinomycetales
Lactobacillales
Lactobacillales
Lactobacillales
Bacillales
Lactobacillales
Bacillales
Lactobacillales
Lactobacillales
Actinomycetales
Actinomycetales
Enterobacteriales
Actinomycetales
Actinomycetales
Lactobacillales
Actinomycetales
Vibrionales
Bacillales
Enterobacteriales
Actinomycetales
Enterobacteriales
Actinomycetales
Bacillales
Actinomycetales
Bacillales
Rhizobiales
Pseudomonadales
Lactobacillales
Actinomycetales
Actinomycetales
Vibrionales
Deinococcales
Actinomycetales
Rhizobiales
Enterobacteriales
Actinomycetales
Actinomycetales
Lactobacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Actinomycetales

Anexo 3. Tabla de anotacién taxonémica por genes marcadores de copia tinica

Familia
Lactobacillaceae
Leuconostocaceae
Leuconostocaceae
Aerococcaceae
Enterococcaceae
Enterococcaceae
Streptococcaceae
Enterococcaceae
Staphylococcaceae
Lactobacillaceae
Streptococcaceae
Lactobacillaceae
Lactobacillaceae
Lactobacillaceae
Staphylococcaceae
Staphylococcaceae
Enterococcaceae
Corynebacteriaceae
Enterococcaceae
Enterococcaceae
Micrococcaceae
Lactobacillaceae
Enterococcaceae
Lactobacillaceae
Staphylococcaceae
Leuconostocaceae
Staphylococcaceae
Leuconostocaceae
Lactobacillaceae
Micrococcaceae
Propionibacteriaceae
Enterobacteriaceae
Corynebacteriaceae
Micrococcaceae
Lactobacillaceae
Brevibacteriaceae
Vibrionaceae
Staphylococcaceae
Enterobacteriaceae
Dermacoccaceae
Enterobacteriaceae
Dermabacteraceae
Bacillaceae
Micromonosporaceae
Staphylococcaceae
Rhizobiaceae
Pseudomonadaceae
Lactobacillaceae
Nocardioidaceae
Streptomycetaceae
Vibrionaceae
Deinococcaceae
Geodermatophilaceae
Rhizobiaceae
Enterobacteriaceae
Nocardiaceae
Gordoniaceae
Streptococcaceae
Staphylococcaceae
Bacillaceae
Bacillaceae
Corynebacteriaceae

Genero_especie
Lactobacillus plantarum
Weissella paramesenteroides
Leuconostoc mesenteroides
Aerococcus viridans
Enterococcus faecium
Enterococcus italicus
Lactococcus garvieae
Enterococcus faecalis
Staphylococcus aureus
Lactobacillus farciminis
Lactococcus lactis
Lactobacillus brevis
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus casei
Staphylococcus saprophyticus
Macrococcus caseolyticus
Enterococcus casseliflavus
Corynebacterium variabile
Tetragenococcus halophilus
Enterococcus gallinarum
Kocuria rhizophila
Lactobacillus paracasei
Enterococcus sp. 7L76
Pediococcus pentosaceus
Staphylococcus carnosus
Leuconostoc citreum
Staphylococcus epidermidis
Weissella cibaria
Lactobacillus coryniformis
Micrococcus luteus
Propionibacterium acnes
Klebsiella pneumoniae
Corynebacterium ammoniagenes
Arthrobacter arilaitensis
Lactobacillus buchneri
Brevibacterium linens
Vibrio caribbenthicus
Staphylococcus haemolyticus
Klebsiella oxytoca
Dermacoccus sp. Ellin185
Enterobacter cloacae
Brachybacterium faecium
Bacillus cereus
Micromonospora sp.ATCC 39149
Staphylococcus hominis
Agrobacterium tumefaciens
Pseudomonas mendocina
Pediococcus acidilactici
Kiribbella flavida
Streptomyces sp. SPB74
Vibrio mimicus
Deinococcus radiodurans
Geodermatophilus obscurus
Agrobacterium sp. ATCC31749
Enterobacter hormaechei
Rhodococcus opacus
Gordonia neofelifaecis
Streptococcus vestibularis
Staphylococcus lugdunensis
Bacillus subtilis
Lysinibacillus sphaericus
Corynebacterium striatum
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0.0001555759
0.0001555759
0.0001555759
0.0001555759
0.0001555759
0.0001555759
0.0001555759
0.0001555759
0.0001555759
0.0001555759
0.0001555759
0.0001555759
0.0001555759
0.0001555759
0.0001555759
0.0001555759
0.0001555759
0.000077788

0.000077788

0.000077788

0.000077788

0.000077788

0.000077788

0.000077788

Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
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Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Firmicutes

Firmicutes

Firmicutes

Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria

Actinobacteria (class)
Actinobacteria (class)
Actinobacteria (class)
Actinobacteria (class)
Actinobacteria (class)
Actinobacteria (class)
Actinobacteria (class)
Actinobacteria (class)
Actinobacteria (class)
Actinobacteria (class)
Actinobacteria (class)
Actinobacteria (class)
Actinobacteria (class)
Gammaproteobacteria
Gammaproteobacteria
Gammaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Bacilli

Bacilli

Bacilli
Betaproteobacteria
Betaproteobacteria
Gammaproteobacteria
Gammaproteobacteria
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Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Pseudomonadales
Pseudomonadales
Aeromonadales
Desulfovibrionales
Lactobacillales
Lactobacillales
Lactobacillales
Burkholderiales
Burkholderiales
Enterobacteriales
Enterobacteriales

Corynebacteriaceae
Corynebacteriaceae
Corynebacteriaceae
Dermacoccaceae
Nocardioidaceae
Actinomycetaceae
Actinomycetaceae
Actinomycetaceae
Nocardiaceae
Cellulomonadaceae
Cellulomonadaceae
Frankiaceae
Nakamurellaceae
Moraxellaceae
Moraxellaceae
Aeromonadaceae
Desulfovibrionaceae
Leuconostocaceae
Leuconostocaceae
Streptococcaceae
Comamonadaceae
Comamonadaceae
Enterobacteriaceae
Enterobacteriaceae

Corynebacterium efficiens

Corynebacterium aurimucosum
Corynebacterium urealyticum

Kytococcus sedentarius

Aeromicrobium marinum

Actinomyces sp. oral taxon 848

Actinomyces viscosus

Actinomyces sp. oral taxon 170

Rhodococcus erythropolis
Cellulomonas flavigena
Cellulomonas fimi
Frankia sp. Eullc
Nakamurella multipartita
Acinetobacter johnsonii
Enhydrobacter aerosaccus
Aeromonas caviae
Desulfovibrio vulgaris
Leuconostoc kimchii
Leuconostoc sp. C2
Streptococcus sp. C150
Delftia sp. Cs1-4

Delftia acidovorans
Pantoea sp. aB

Pantoea vagans



Conteo
330
283
200
196
155
145
65
65
56
48
43
27
22
22
20
19
18
18
17
17
17
16
16
12
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Porcentaje
16.500
14.150
10.000
9.800
7.750
7.250
3.250
3.250
2.800
2.400
2.150
1.350
1.100
1.100
1.000
0.950
0.900
0.900
0.850
0.850
0.850
0.800
0.800
0.600
0.500
0.400
0.400
0.350
0.350
0.250
0.200
0.200
0.200
0.200
0.200
0.200
0.150
0.150
0.150
0.150
0.150
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.050
0.050
0.050
0.050
0.050
0.050
0.050
0.050
0.050
0.050
0.050
0.050
0.050
0.050
0.050
0.050
0.050
0.050
0.050
0.050
0.050

Dominio

Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
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Filum
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Environmente
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Amoebozoa
Metazoa
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Viridiplantae
Fonticula
Metazoa
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Alveolata
Metazoa
Metazoa
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi

Clase Orden
Ascomycota Saccharomycotina
Ascomycota Saccharomycotina
Ascomycota Saccharomycotina
Ascomycota Saccharomycotina
Ascomycota Saccharomycotina
Ascomycota Saccharomycotina
Ascomycota Saccharomycotina
Ascomycota Saccharomycotina
Ascomycota Dothideomycetes
Ascomycota Saccharomycotina
Ascomycota Dothideomycetes
Ascomycota Dothideomycetes
Ascomycota Dothideomycetes
Ascomycota Dothideomycetes

Fungiincertaesedis Basalfungallineages
Uncultured eukary Unclassified

Dikarya Ascomycota
Ascomycota Saccharomycotina
Dikarya Ascomycota
Basidiomycota ~ Agaricomycotina
Ascomycota Saccharomycotina
Ascomycota Saccharomycotina
Ascomycota Pezizomycotina
Basidiomycota Agaricomycotina
Ascomycota Saccharomycotina
Ascomycota Saccharomycotina
Ascomycota Saccharomycotina
Dikarya Ascomycota
Ascomycota Saccharomycotina
Centramoebida  Acanthamoebidae
Vertebrata Eutheria
Environmental unculturedfungus
Basidiomycota ~ Exobasidiomycetes
Ascomycota Saccharomycotina
Ascomycota Saccharomycotina
Ascomycota Eurotiomycetes
Chytridiomycota ~Chytridiomycetes
Ascomycota Saccharomycotina
Ascomycota Saccharomycotina
Ascomycota Saccharomycotina
Ascomycota Saccharomycotina
Tracheophyta eudicotyledons
Fonticula Fonticulaalba
Porifera Ceractinomorpha
Fungi incertae sedi Mucoromycotina
Dikarya Ascomycota
Dikarya Ascomycota
Basidiomycota ~ Agaricomycotina
Basidiomycota ~ Agaricomycotina
Basidiomycota Agaricomycotina
Basidiomycota ~ Agaricomycotina
Ascomycota Taphrinomycotina
Ascomycota Sordariomycetes
Ascomycota Sordariomycetes
Ascomycota Sordariomycetes
Ascomycota Saccharomycotina
Ascomycota Saccharomycotina
Ascomycota Saccharomycotina
Ascomycota Saccharomycotina
Ascomycota Saccharomycotina
Ascomycota Saccharomycotina
Ascomycota Saccharomycotina
Apicomplexa Aconoidasida
Malacostraca Eucarida

Craniata Euteleostomi

Glomeromycota ~ Glomeromycetes
Fungi incertae sedi Mucoromycotina

Dikarya Taphrinomycotina
Dikarya environmentalsamples
Dikarya Ascomycota

Dikarya Ascomycota

Dikarya Agaricomycotina
Chytridiomycota environmentalsamples
Basidiomycota ~ Pucciniomycotina
Basidiomycota Agaricomycotina
Basidiomycota ~ Agaricomycotina
Ascomycota Taphrinomycotina
Ascomycota Taphrinomycotina
Ascomycota Taphrinomycotina
Ascomycota Sordariomycetes
Ascomycota Saccharomycotina
Ascomycota Saccharomycotina
Ascomycota Saccharomycotina
Ascomycota Saccharomycotina

Familia
Saccharomycetales
Saccharomycetales
Saccharomycetales
Saccharomycetales
Saccharomycetales
Saccharomycetales
Saccharomycetales
Saccharomycetales
Dothideomycetidae
Saccharomycetales
Dothideomycetidae
Dothideomycetidae
Dothideomycetidae
Dothideales

Genero Especie
Saccharomycetaceae Kazachstaniaunispora
Debaryomycetaceae Debaryomycesudenii
Debaryomycetaceae Debaryomyces hansenii var.hansenii
Debaryomycetaceae Schwanniomyces capriottii
Debaryomycetaceae Debaryomyces hansenii
Saccharomycetaceae Naumovia castellii
Saccharomycetaceae Williopsis salicorniae
Debaryomycetaceae Debaryomyces sp.MPSR02
Dothideaceae Dothidea berberidis
Mitosporic Saccharomycetales Candida dubliniensis
Teratosphaeriaceae Teratosphaeria molleriana
Dothideaceae Bagnisiella examinans
Mycosphaerellaceae Mycosphaerella podagrariae

Mitosporic Dothioraceae

Unclassified zygomycete Zygomycete sp.AM-2008a

mitosporicAscomycota
Saccharomycetales
mitosporicAscomycota
Sebacinales
Saccharomycetales
Saccharomycetales
Pezizales
Dacrymycetales
Saccharomycetales
Saccharomycetales
Saccharomycetales
Mitosporic Ascomycota
Saccharomycetales
Protacanthamoeba
Sciurognathi
Unclassified
Entylomatales
Saccharomycetales
Saccharomycetales
Eurotiomycetidae
Lobulomycetales
Saccharomycetales
Saccharomycetales
Saccharomycetales
Saccharomycetales
asterids

Unclassified
Poecilosclerida
Mucorales

Mitosporic Ascomycota
Mitosporic Ascomycota
Sebacinales
Polyporales
Hymenochaetales
Cystofilobasidiales
Taphrinales
Sordariomycetidae
Microascales
Hypocreomycetidae
Saccharomycetales
Saccharomycetales
Saccharomycetales
Saccharomycetales
Saccharomycetales
Saccharomycetales
Saccharomycetales
Babesiidae

Brachyura

Teleostei

Glomeraceae
Mucorales

Neolectales
unculturedDikarya
mitosporicAscomycota
mitosporicAscomycota
Agaricomycetes

Kabatiella microsticta
Unclassified

Bispora Bispora christiansenii
Saccharomycetaceae Saccharomyces cerevisiae
Moniliella Moniliella suaveolens
Sebacinaceae Sebacina vermifera
Saccharomycetaceae Zygosaccharomyces lentus
Saccharomycetaceae Williopsis pratensis
Sarcosomataceae Urnula hiemalis
Dacrymycetaceae Calocera viscosa
Debaryomycetaceae Lodderomyces elongisporus
Saccharomycetaceae Saccharomyces spencerorum
Saccharomycetaceae Lachancea kluyveri
Moniliella Moniliella acetoabutans

Mitosporic Saccharomycetales
Protacanthamoeba bohemica
Murinae

Mitosporic Entylomataceae

Candida lignicola
Unclassified
Mus musculus

Tilletiopsis oryzicola

Saccharomycetaceae Pichia sp.
Saccharomycetaceae Dekkera anomala
Ajellomycetaceae Ajellomyces capsulatus

Unclassified Lobulomycetales Lobulomycetales sp.AF011
Saccharomycetaceae Cyberlindnera saturnus
Mitosporic Saccharomycetales Candida sp.SK75
Mitosporic Saccharomycetales Candida lyxosophila
Mitosporic Saccharomycetales Blastobotrys adeninivorans

Acanthaceae Avicennia marina

Crambe Crambe crambe

Mucor Mucor mucedo
Phaeomoniella Phaeomoniella prunicola
Graphium Graphium rubrum
Sebacinaceae Craterocolla cerasi
Sparassidaceae Sparassis sp. TENN50289/ss31
Hymenochaetales incertae sed Resinicium saccharicola
Cystofilobasidiaceae Cystofilobasidium infirmominiatum
Taphrinaceae Taphrina deformans
Lasiosphaeriaceae Podospora anserina
Mitosporic Halosphaeriaceae Monodictys castaneae
Hypocreaceae Hypocrea lixii
Saccharomycetaceae Saccharomyces servazzii
Saccharomycetaceae Saccharomyces bayanus

Mitosporic Saccharomycetales
Mitosporic Saccharomycetales

Candida sp.BG02-7-20-001A-2-1
Candida silvanorum

Metschnikowiaceae Metschnikowia sp.UWOPS04-218.3
Debaryomycetaceae Meyerozyma guilliermondii ATCC6260
Debaryomycetaceae Meyerozyma guilliermondii

Babesia Babesia odocoilei

Homoloidea Latreilla valida

Ophichthidae
Environmental samples
Zygorhynchus
Neolecta

Unclassified
Tetracladium
Spicellum
Taiwanofungus

Uncultured Chytridiomy«Unclassified

Agaricostilbomycetes
Cystofilobasidiales
Agaricomycetidae
Taphrinales
Taphrinales

Mitosporic Agaricostilbomyce

Echiophis punctifer
Uncultured Glomus
Zygorhynchus heterogamus
Neolecta irregularis

Tetracladium marchalianum
Spicellum roseum

Taiwanofungus camphoratus

Bensingtonia musae

Cystofilobasidiaceae Cystofilobasidium ferigula
Agaricales Uncultured Russulales
Taphrinaceae Taphrina tosquinetii
Taphrinaceae Taphrina farlowii

Schizosaccharomycetales Schizosaccharomycetaceae

Hypocreomycetidae
Saccharomycetales
Saccharomycetales
Saccharomycetales
Saccharomycetales
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Schizosaccharomyces japonicus

Cordycipitaceae Cordyceps bifusispora
Wickerhamomycetaceae Wickerhamomyces sydowiorum
Saccharomycopsidaceae Saccharomycopsis fibuligera
Saccharomycetaceae Saccharomyces cerevisiaeAWRI796
Saccharomycetaceae Pichia triangularis
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2000

0.050
0.050
0.050
0.050
0.050
0.050
0.050
0.050
0.050
0.050
0.050
0.050
0.050
0.050
0.050
0.050
0.050
0.050
0.050
0.050
0.050
0.050
0.050
0.050

Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota

Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Alveolata
Alveolata
Alveolata
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Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Dinophyceae
Dinophyceae
Ciliophora

Saccharomycotina
Saccharomycotina
Saccharomycotina
Saccharomycotina
Saccharomycotina
Saccharomycotina
Saccharomycotina
Saccharomycotina
Saccharomycotina
Saccharomycotina
Saccharomycotina
Saccharomycotina
Saccharomycotina
Saccharomycotina
Saccharomycotina
Saccharomycotina
Saccharomycetes
Pezizomycotina
Pezizomycotina
Dothideomycetes
Dothideomycetes
Syndiniales
Gymnodiniales
Nassophorea

Saccharomycetales
Saccharomycetales
Saccharomycetales
Saccharomycetales
Saccharomycetales
Saccharomycetales
Saccharomycetales
Saccharomycetales
Saccharomycetales
Saccharomycetales
Saccharomycetales
Saccharomycetales
Saccharomycetales
Saccharomycetales
Saccharomycetales
Saccharomycetales
Saccharomycetales
Pezizales
Helotiales
Pleosporomycetidae
Dothideomycetidae
environmentalsamples
Gymnodiniaceae
Microthoracida
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Saccharomycetaceae Pichia sp.SG3L01
Saccharomycetaceae Pichia pijperi
Saccharomycetaceae Pichia mexicana
Saccharomycetaceae Kodamaea ohmeri
Saccharomycetaceae Kluyveromyces wickerhamii
Saccharomycetaceae Kazachstania sp.QMW-2009a
Saccharomycetaceae Kazachstania exigua
Saccharomycetaceae Dekkera bruxellensis

Mitosporic Saccharomycetales Candida sp.NRRLY-27170
Mitosporic Saccharomycetales Candida psychrophila
Mitosporic Saccharomycetales Candida palmioleophila
Mitosporic Saccharomycetales Candida lassenensis
Mitosporic Saccharomycetales Candida fennica

Mitosporic Saccharomycetales Brettanomyces naardenensis

Endomycetaceae Endomyces sp.
Debaryomycetaceae Debaryomyces maramus
Kazachstania Kazachstania telluris
Sarcoscyphaceae Sarcoscypha austriaca
Sclerotiniaceae Botryotinia fuckelianaB05.10
Delitschiaceae Delitschia winteri
Teratosphaeriaceae Teratosphaeriaceae sp. D007_09
Uncultured syndiniales Unclassified

Amphidinium Amphidinium belauense
Leptopharynx Leptopharynx costatus
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ABSTRACT

Cotija cheese is a Mexican handcrafted product made from raw cow milk whose ripening process occurs
spontaneously and, presumably, it is influenced by environmental conditions. Its sensory characteristics
and safety are probably the result of the balance between microbial populations and their metabolic
capacity. In this work, we studied the dominance and richness of the bacteria in the Cotija cheese
microbiome, as well as their metabolic potential by high-throughput sequencing. By the analysis of 16S
ribosomal sequences, it was found that this metagenome is composed mainly of three dominant genera:
Lactobacillus, Leuconostoc and Weissella, and more than 500 of non-dominant genera grouped in 31 phyla
of both bacteria and archaea. The analysis of single-copy marker genes reported a similar result for
dominant genera, although with greater resolution that reached the species level. Pathogenic bacteria
such as Salmonella, Listeria monocytogenes, Brucella or Mycobacterium were not found. The Cotija cheese
microbiome has the metabolic capacity for the synthesis of a wide range of flavor compounds, mainly
involved with the metabolism of branched chain amino acids and free fatty acids. Genes associated with
bacteriocin production and immunity were also found. Arguably, this is one of the most diverse meta-

genomes among the microbial communities related to fermented products.

© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

In Mexico, livestock breeding started approximately 500 years
ago, with the arrival of the Spaniards, who introduced cows to the
new region and, consequently, dairy products. Since then, ripened
handmade cheeses of excellent quality have been produced in a
traditional way. Some of these kinds of cheeses are Chihuahua,
Ranchero and Cotija, which currently enjoy of great popularity and
a significant economic impact throughout the country. Cotija
cheese in particular has been manufactured with the same process
over the last 400 years. The region where this cheese is produced is
characterized by a deciduous forest vegetation that allows livestock
to graze freely, resulting in the production of high-quality milk and
cheese. This particular region comprises a surface of 2400 km? and
an altitude of 700—1700 m above the sea level and its topography
has a clear influence on the temperature (20—25 °C), rain

* Corresponding author.
E-mail addresses: alexsf@ibt.unam.mx (A. Sanchez-Flores), quirabma@unam.mx
(M. Quirasco Baruch).
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0740-0020/© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

(900—1200 mmy/year) and humidity (50—95% RH), parameters
which are of utter important for ripening, as the ripening process is
made at environmental conditions. The Cotija cheese production
process starts with raw cow milk and with no addition of a starter
culture. The manufacturing process is fairly established and no
thermal treatments are used. Nevertheless, there are still some
parameters that are variable among farmhouse producers, which is
the case of clot cutting, quantity of grain sea salt added (~5% w/w),
pressing and ripening. For instance, the ripening time must be of
three months, but it can be extended for years (Alvarez et al., 2005).
The Cotija cheese has been recognized internationally because of its
sensory qualities with the award to the best foreign cheese at the
2006 World Championship of Quality Cheese in Cremona, Italy,
however, the reputation of authentic Cotija cheese has been
affected by the production and sale of lower-quality imitation and
mislabeled cheeses, which sometimes show the presence of path-
ogens such as Salmonella (Centers for Disease Control and Pre-
vention (CDC), 2008).

In cheese preparation using raw milk, microorganisms from
different environmental sources, such as udder skin, grassland or
stable soil, cow feces and even the farmer's skin, can be
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incorporated into the fermentation and ripening processes. The
manufacture of Cotija cheese includes manual steps, such as whey
draining and curd kneading for salting, where curd is in contact
with wooden surfaces as tables or vats, which are also important
microbial sources (Montel et al., 2014). Finally, another ingredient
in the manufacture of this particular cheese is raw sea salt, which
could be an additional source of microorganisms, especially halo-
philic bacteria (Garcia, 2011). Previous studies on Cotija cheese
bacterial diversity based on culture and PCR-DGGE of the V3 vari-
able region of 16S rDNA, allowed the identification of ten bacterial
genera: Bacillus, Staphylococcus, Enterococcus, Lactococcus, Mar-
inilactibacillus, Streptococcus, Vagococcus, Virgibacillus, Pediococcus
and Lactobacillus (Flores-Magallon et al., 2011; Garcia, 2011; Zaniga,
2009), however, the sensory characteristics of cheese made from
raw milk are probably the result of a wider microbial population.
The bacteria found in the final ripened dairy product are those
which survived and that successfully adapted to the changing
physicochemical environment, displacing other competitors during
the ripening process. The role of each organism in the community is
not yet fully understood in terms of the production of compounds
related to flavor and aroma, but in particular to food safety, none-
theless, it is known that physicochemical changes and the pro-
duction of antimicrobial compounds lead to a decrease of gram
negative bacteria population, including pathogen and coliform
bacteria at the end of the ripening time (Beresford and Williams,
2004).

Recently, the study of microbial consortia from different envi-
ronments has been conducted through the analysis of the total DNA
present in the sample, which is known as metagenomics
(Handelsman et al., 1998). Metagenomics is a powerful methodol-
ogy for the detection and identification of not only dominant
genera, but also of those which are rare or have low prevalence
(Sogin et al., 2006); another important feature of metagenomics is
that it allows the characterization of the gene collection from a
microbial community and not only its taxonomy. A metagenomics
approach has been used successfully to inquire about functional
and taxonomic features of microbial communities in fermented
food studies (Jung et al., 2011; Nalbantoglu et al., 2014). Recently, it
has been also used to monitor microbial abundance changes in a
mock community of a surface-ripened cheese through time (Dugat-
Bony et al., 2015) and to investigate metabolic potential in samples
of three kinds of naturally aged cheeses (Wolfe et al., 2014).

The aim of this work is to explore the microbial richness of
authentic ripened Cotija cheese, as well as to investigate the gene
battery related with metabolic activities that could be involved in
its sensory profile and those that could act as modulators of the
composition of the bacterial consortium leading to obtain a
microbiologically safe food product. The microbiota composition of
Cotija cheese could give information about its microbiological
quality which is relevant for several reasons, not only in order to
know if pathogen bacteria are present, even in low quantities, but
to establish the identity of dominant populations. The metabolism
of the most abundant bacteria could modify the environment
where microorganisms develop and lead to a selection of certain
microbial groups during the ripening process, e.g. the production of
organic acids could inhibit undesirable bacteria, such as coliforms
and some pathogens.

2. Materials and methods
2.1. Cheese samples
Twenty-five 3-kg samples of authentic Cotija cheese from

different farmhouses were collected and stored at —70 °C before
analysis, which were manufactured by the ancient process,

following good hygiene practices. These complied the Mexican
Official Standard for handcrafted ripened Cotija cheese and
belonged to the following municipalities: Tocumbo (5 cheeses),
Cotija (8), Quitupan (4), Jilotlan (4) and Santa Maria del Oro (4),
(NMX-F-735-COFOCALEC, 2011). The authentic Cotija cheese is
characterized by a water activity (aw) < 0.91, a low pH value (~5.1)
and redox potential around —116 to —140 mV (Escobar, 2012).
Each 3-kg sample was defrosted at 4 °C for 18 h; then, its rind
was removed using sterile instruments in a laminar flow cabinet
and the rest of the piece was homogenized with a food processor
(Oster, México City, México) in order to have 2 mm particles. The
homogenized cheese samples were stored in labeled sterile
resealable plastic bags and stored at 4 °C. One-hundred-gram
subsamples of each cheese were pooled for total DNA extraction.

2.2. Total DNA extraction

A 15-g sample of the Cotija cheese pool was homogenized in a
Stomacher 400 Circulator (Seward Laboratory, London, UK) for
2 min at high paddle speed, with 40 mL of sodium citrate sterile
buffer (2% w/v, pH 8.0); then 1-mL Neutrase solution (Novozymes
Latin America, Parana, Brazil) was added and it was mixed again at
high paddle speed in the Stomacher for 5 min. The suspension was
incubated at 45 °C for 1 h under mild agitation to allow proteolysis.
In order to separate fat and coarse particles, the suspension was
centrifuged at 3000x g for 7 min at 4 °C. The aqueous supernatant
was recovered and centrifuged at 22,000 g for 10 min at 4 °C and
the pellet was washed three times with sterile saline solution (NaCl
0.85% w/v, pH 7.0). Before cellular rupture, each pellet was resus-
pended in 1 mL DNase I buffer (100 mM Tris pH 7.5, 25 mM MgCl,
and 5 mM CaCl,) with 1 U of DNase I (Thermo Scientific, Pittsburgh,
KS, USA) and incubated for 10 min, 37 °C and 300 rpm, in order to
remove free DNA, mainly bovine. Subsequently, DNase I was heat
inactivated at 75 °C for 10 min. Bacterial lysis was performed with
an enzymatic cocktail and incubation conditions were as follows:
10 mg/mL of lysozyme (Sigma—Aldrich, St. Luis, MO, USA) in buffer
Tris—HCl 100 mM and 50 mM EDTA, pH 8.0 and 10 U of muta-
nolysin (Sigma—Aldrich, St. Luis, MO, USA) in TE buffer, incubated
for 1 h at 37 °C. Afterwards, 0.6 mg/mL RNase A from bovine
pancreas (Thermo Scientific, Pittsburgh, KS, USA) was added and
incubated for 30 min; after this incubation period, 0.5 mg/mL of
proteinase K (Sigma—Aldrich, St. Luis, MO, USA) was added, and the
mixture was incubated for 50 min at 50 °C and then for 10 min at
65 °C. Tubes were cooled down to 37 °C, 50 pL of SDS (10% w/v)
were added and they were incubated for 40 min. Finally, 200 pL of
6 M NaCl were added and slowly mixed by inversion at room
temperature. The aqueous phase was extracted twice with phenol-
chloroform-isoamyl alcohol (25:24:1) (pH 8) (Sigma—Aldrich, St.
Luis, MO, USA) and washed twice with chloroform (Sigma—Aldrich,
St. Luis, MO, USA) (Yuan et al., 2012). An additional purification step
was carried out with the QIAquick purification kit (Qiagen, Inc.
Germantown, MD, USA) according to manufacturer's instructions.

2.3. Library preparation and sequencing

An Illumina library was prepared from total DNA using the
TruSeq kit v2 (Illumina, Inc., San Diego, CA, USA) following the
manufacturer's specifications with an average fragment size of
500 bp. The sequencing was performed on the HiSeq2000/2500
(Illumina, Inc., San Diego, CA, USA) platform with a paired-end 100-
cycle configuration at the National Laboratory of Genomics for
Biodiversity (LANGEBIO), Irapuato, Guanajuato, Mexico.

Sequence data is available at SRA site from NCBI with
SAMNO03771674 bioproject identifier.

Read quality control was carried out using the FastQC software
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(Andrews, 2015). Raw reads were mapped against the complete
genome of Bos taurus (from NCBI genome database) with BWA
software v0.7.9, (Li and Durbin, 2009) to remove cow's sequences.

2.4. Taxonomic annotation

The Parallel-Meta pipeline v2.4 (Su et al., 2014) was used to
assess the taxonomic annotation based on 16S rRNA marker genes
in regards to the Ribosomal Database Project (RDP, Ribosomal
Database Project, Michigan State University, USA) which is bundled
within the software. The expectation value cut-off to assign tax-
onomy identity was 1e-15. Additionally, the MOCAT v1.3 pipeline
was used for the taxonomic assignment by comparison against
their own single-copy gene databases (Kultima et al., 2012). Taxo-
nomic assignment was performed considering an identity value of
95% and Krona charts were built with taxonomic data (Ondov et al.,
2011).

2.5. Metagenome assembly and dominant genomes reconstruction

De novo assembly was performed using IDBA-UD v1.1.1 (Peng
et al,, 2012) with default parameters. In order to assess the ge-
nomes of interest, total reads were mapped against reference ge-
nomes of the three dominant genera found. The most complete
references in the NCBI genome database were chosen, namely
Lactobacillus plantarum WCFS1, Leuconostoc mesenteroides ATCC
8293 and Weissella paramesenteroides ATCC 33313 (accession
numbers NC_004567.2, NC_008531.1 and NZ_ACKU00000000.1,
respectively). To estimate coverage and abundance of each genome,
the BWA software v0.7.9 was used to map reads over each
mentioned reference; all assembled metagenomic contigs were
also mapped on each reference using ABACAS v1.3.1 pipeline
(Assefa et al., 2009) to order and orient contigs according to each
reference genome. Finally, BRIG v0.95 (Alikhan et al., 2011) was
used to generate ring images.

2.6. Gene prediction and functional annotation

Open Reading Frame (ORF) prediction was performed by
running MetaGeneMark v2.10 (Zhu et al, 2010) software on
assembled sequences and product annotation of the predicted ORFs
was carried out using Blast v2.2.28 + algorithm (Camacho et al.,
2009) against UniProtKB/Swiss-Prot database. A functional
domain annotation was performed using the hmmscan from
HMMER v3.1b1 (Eddy, 2011) suite to search against Pfam-A data-
base. All the annotation was integrated by adapting the Trinotate
v2.0.1 (Grabherr et al., 2011) pipeline, and GhostKoala output
annotator (GhostKOALA, 2015) was used for metabolic path visu-
alization in KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)
database (Kanehisa Laboratories, Japan).

The production of flavor and odor molecules was predicted by
identification of genes corresponding to the complete metabolic
pathways of interest, as well as searching for specific enzymatic
annotation of reactions reported in literature related to the meta-
bolism of free amino acids and fatty acids. Bacteriocin search was
performed based on Pfam annotation of structural, synthesis and
immunity genes. Neighbors of the annotated genes were of interest
to describe complete clusters: if some genes without Pfam anno-
tation in the cluster were found, a search was made into the BLAST/
Swiss-Prot output; and in case of no match found, a BLAST/nr
annotation was used in order to describe each cluster in the most
complete way. Finally, bacteriocin analysis was enriched with a
BAGEL3 (van Heel et al., 2013) search performed on all three da-
tabases available in such software.

3. Results
3.1. Sequencing, taxonomic annotation and genome reconstruction

Reads showed an average Phred score above 28, reflecting a high
quality sequencing procedure. Sequencing and assembly statistics
are shown in Table 1. From the total reads, about 5% was mapped on
B. taurus genome which indicates that the procedure to remove
bovine DNA was appropriate (Materials and Methods). The distri-
bution of %GC in raw reads allows the visual prediction of the
presence of two different populations, one that is dominant, with a
maximum peak of GC content around 42%, and another of high-GC
content whose maximum peak is observed around 71%
(Supplementary 1A).

The output of the sequence analysis, corresponding to Single-
Copy Marker Genes (SCMG) found in the pool of reads, was a list
of 45 bacterial genera, in which 86 different species were deter-
mined (SCMG Krona chart of Supplementary 2). Three species
represented more than 80% of the total abundance, namely L.
plantarum, L. mesenteroides and W. paramesenteroides. Four genera:
Aerococcus, Enterococcus, Lactococcus and Staphylococcus, were
considered as the subdominant population, which represented
more than 1% and less than 10% of abundance each. Additionally, 78
other bacterial genera belonged to the non-dominant population
(<1% abundance), which comprises Firmicutes, Actinobacteria, Pro-
teobacteria and Deinococcus-Thermus phyla.

In contrast, the 16S rDNA sequence analysis, delivered a list of
574 bacterial genera (16S rDNA Krona chart of Supplementary 2). In
this case, the resolution was only at genus level. The dominant
population consisted of the same three genera determined by
SCMG analysis, while the subdominant population was comprised
of 11 genera. Non-dominant population, representing <1% of spe-
cies richness, was grouped in 31 phyla of both bacteria and archaea,
where Firmicutes, Actinobacteria and Proteobacteria were the most
abundant ones (Fig. 1 and Supplementary 2).

Among the non-dominant population, Propionibacterium, Bifi-
dobacterium and Corynebacterium are some of the Actinobacteria
genera of biotechnological interest that were detected by means of
both phylogenetic marker genes. Also, some halophilic and hal-
otolerant bacteria, and marine Lactic Acid Bacteria (LAB) were
found (Fig. 1). Within marine LAB are Alkalibacterium and Mar-
inilactibacillus, both found as subdominant and described as part of
soft and semi-hard cheese microbiota (Delcenserie et al., 2014;
I[shikawa et al., 2007, 2013; Roth et al., 2010). The latter was pre-
viously detected in Cotija cheese in our group by PCR-dependent

Table 1

Statistics of sequencing and bioinformatics analysis.
Sequencing
Total number of reads 226,458,970
Total bases 22.6 Gb
Reads mapped on Bos taurus genome 11,300,573
Assembly
Number of total bases in the assembly (Mbp) 104.9
Number of total contigs 65,162
Average size of contigs (bp) 1,610
Longest contig size (bp) 186,928
Shortest contig size (bp) 200
N50/N90 (bp) 3,854/547
Annotation
Total of predicted Open Reading Frames (ORFs) 143,736
ORFs with Pfam annotation 97,063
ORFs with BLAST/Swiss-Prot annotation 75,989
ORFs with K number assigned by GhostKoala 57,747
16S rRNA reads extracted 1,165,460
Reads of Single Copy Marker Genes (SCMG) extracted 1,285,546
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Fig. 1. Taxonomic annotation of the main bacterial phyla detected by 16S rRNA
phylogenetic marker. Some clade markers are highlighted: halophilic bacteria or
archaea in pink stars; coliform bacteria in blue squares; and dominant and subdomi-
nant population in green circles. (For interpretation of the references to color in this
figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

methods (Zaniga, 2009). Another marine halophilic LAB reported
earlier in other cheeses and found in the Cotija as part of the non-
dominant population is Tetragenococcus halophilus (Alegria et al.,
2012; Morales et al., 2011). Among the non-dominant group,
other halophilic bacteria were detected through metagenomic
analysis, which have not been associated previously to cheese en-
vironments: Dehalobacter, Thermohalobacter, Halanaerobiales, Hal-
oglycomyces,  Thiohalomonas,  Desulfohalobium,  Halomonas,
Haloplasma and two archaea, Halobacterium and Haloqua-
dratum(Fig. 1 and Supplementary 2).

Also, within the non-dominant population determined by read
abundance of 16S ribosomal gene marker, bacteria related to food
sanitary quality of less than 0.001% of total richness, were identi-
fied: Escherichia coli (0.0007%), Enterobacter (0.0007%), Campylo-
bacter (0.0006%), Klebsiella (0.0004%) and Citrobacter (0.0002%).
There were no sequences with annotation related to pathogenic
bacteria such as Salmonella, Listeria monocytogenes, Brucella abortus,
Mycobacterium bovis, M. avium, Yersinia or Pseudomonas aeruginosa
(Supplementary 2) (Montel et al., 2014).

3.2. Metagenomic assembly, gene prediction and functional
annotation

The metagenome assembly size was about 105 Mb, as shown in
Table 1. Mapping reads back to contigs, 96.75% of the total reads
were recruited. Due to the high-deep sequencing it was possible to
reconstruct the complete genomes of the most abundant species
(Fig. 2). The percentage of reads mapped on each reference genome
(Table 2) is consistent with the abundance that was estimated by
phylogenetic marker counts. In all cases, the estimated coverage
was over 1400x and all reconstructed genomes were larger than
the references.

As for the functional annotation performed on all metagenomic
contigs, the integration of BLAST and HMMER results with Trinotate
allowed us to assign a function to 72% of sequences predicted as
ORFs. On the other hand, the GhostKoala annotation software,

assigned a KEGG identifier (K number) to approximately 40% of
total ORFs predicted (Table 1), and placed them on metabolic
pathway maps, grouped in distinct functional categories, mainly
involved in central cell metabolism. This information allowed us to
reconstruct some metabolic pathways that are involved with the
production of flavor and odor compounds. The analysis was com-
plemented with the search of annotations of specific enzymes,
because in some cases, the particular compound is not the final
product of a pathway, and some additional enzymatic reactions
might be needed in order to produce it (Table 3).

3.3. Screening of functional annotation related to cheese sensory
properties

A list of the main compounds involved in flavor and/or aroma in
cheese, and KEGG's metabolic pathways related to their production
are shown in Supplementary material 3. Based on the GhostKoala
reconstruction, the screening of such specific metabolic pathways
showed that Cotija cheese metagenome has the metabolic potential
to produce all the compounds mentioned in Supplementary
material 3. Enzymes involved in the degradation of aromatic
compounds, amino acids and fatty acids metabolism were detected
(Fig. 3). A screening of Swiss-Prot identifiers of enzymes involved in
fatty acid and free amino acid catabolism was performed (Table 3).
Although many aminotransferases specific for phenylalanine and
branched-chain amino acids were identified, no significant
matches for specific tyrosine and tryptophan aminotransferases
were found. In a broader search, a great variety of amino acid lyases
and carboxyl ester hydrolases was also found.

3.4. Search for bacteriocin gene clusters

Bacteriocin genes are commonly grouped in clusters that
include structural (bacteriocin-coding) and combinations of im-
munity, regulatory, secretion and modifying enzymes genes
(Snyder and Worobo, 2014). Therefore, a strategy to find bacterio-
cins was to look not only for structural genes, but also for those
sequences that could be part of the cluster context. The results from
this analysis showed 126 contigs of different sizes containing at
least one of the following gene annotations: immunity, structural
or modifying enzymes. From those contigs, 9 had sequences an-
notated as class I modifying enzymes (lanthionine synthetase or
lantibiotic dehydratase) but they did not contain any bacteriocin-
coding sequence, and 74 contigs had only the immunity gene. In
total, 43 contigs had at least one bacteriocin encoding gene and
only 17 had structural and immunity genes together (some exam-
ples are shown in Fig. 4).

Besides, we identified 52 genes with bacteriocin annotation and
104 with bacteriocin immunity related annotation (Table 4). From
the bacteriocin encoding genes, we found that only one, was a class
I bacteriocin, annotated as gallidermin. The rest of bacteriocin-
encoding genes were annotated as class II bacteriocins. From
those, most were pediocin-like or circular bacteriocins (Cotter et al.,
2005), subtilosin A is included in the latter. There were some
matches belonging to the lactococcin-like group, which includes
lactococcin A and B (Nes et al., 2006). There were also three hits to
lactococcin 972 which acts by septum synthesis inhibition
(Martinez et al., 1996).

Ten bacteriocins were identified by BAGEL3 software: four
belonging to class IIb (two-peptide bacteriocins), four to class IId
(linear one-peptide, non-pediocin), one was putative and another
one was reported as a class II bacteriocin.
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Fig. 2. Reconstruction of genomes of the most abundant species in Cotija cheese metagenome. The genome of reference is in the inner ring. The middle ring represents the GC
content of the reference. The comparison of the reconstructed genome with respect to the reference is in the outer ring, with color scales showing identity from BLAST analysis. (For
interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

Table 2
Genome reconstruction statistics.

L. plantarum WCFS1

L. mesenteroides ATCC 8293 W. paramesenteroides ATCC 33313

Reads mapped (%) 38.74
Estimated coverage 1863 x
Total of contigs 1,560
Number of non-overlapping (real) gaps 78
N50/N90 (bp) 4,985/825
Contig size average (bp) 2,201

GC content (%) 4437
Number of genes 3,998

11.27 26.85

1473 x 2135x

297 992

40 42
36,455/2,977 3,148/1,002
6,744 2,196
37.90 38.27

2,141 2,755

4. Discussion

4.1. Taxonomic characterization of the Cotija cheese bacterial
consortium

Considering that Cotija cheese is made from raw milk, with no
thermal treatment in the manufacturing process and that no starter

cultures are added, the initial bacterial microbiota is expected to be
highly diverse. According to the FastQC analysis of raw reads and
assembled metagenome sequences, our results show that such
microbiome is comprised mainly by a population with low %GC
content and a smaller proportion of microorganisms with high %GC
content (Supplementary 1 A and B). Total reads were compared
against two different databases (ribosomal and single copy marker
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Table 3
Specific enzymatic reactions that produce flavor and aroma compounds.

Reaction Enzyme name Enzyme EC Matches in the
number annotation

L-leucine + 2-oxoglutarate <=> 4-methyl-2-oxopentanoate + L-glutamate Branched-chain-amino-acid 2.6.1.42 50
L-isoleucine + 2-oxoglutarate <=> (S)-3-methyl-2-oxopentanoate + - transaminase*

glutamate
L-valine + 2-oxoglutarate <=> 3-methyl-2-oxobutanoate + L-glutamate
L-phenylalanine + pyruvate <=> phenylpyruvate + L-alanine Phenylalanine (histidine) transaminase® 2.6.1.58 11
2-oxo0 acid <=> aldehyde + CO, Alpha-ketoacid carboxylase® 41.1.1 6
L-threonine <=> glycine + acetaldehyde L-threonine aldolase® 4.1.2.48 3
Tyrosine — tyramine + CO, Tyrosine decarboxylase® 41.1.25 3
Methyl ketones (alkan-2-ones) <=> alkan-2-ol Carbonyl reductase I 1.1.1.184 6
2 2-xylene — 2,3-dimethylphenol + 3,4-dimethylphenol Phenol 2-monooxygenase® 1.14.13.7 10
Aldehyde + NAD(+) — carboxylate + NADH Aldehyde dehydrogenase® 1.2.13 79
An alcohol + NAD(+) <=> an aldehyde or ketone + NADH Alcohol dehydrogenase® 1.1.1.1 122
A secondary alcohol + NAD(+) <=> a ketone + NADH
(S)-methylmalonyl-CoA + pyruvate <=> propanoyl-CoA + oxaloacetate Methylmalonyl-CoA carboxytransferase® 2.1.3.1 5

2 McSweeney, 2004.
b Urbach, 1997.
€ Yvon and Rijnen, 2001.

genes) to characterize the bacterial population in Cotija cheese. The
results obtained using both approaches were consistent for taxo-
nomic identification and abundance, particularly for the most
abundant organisms (Fig. 1 and Krona charts in Supplementary 2).
Additionally, ribosomal gene analysis provided a higher sensitivity
in terms of genera, due to the fact that the database is larger than
the one used in the single-copy marker analysis.

Taxonomic annotation revealed that Lactobacillus, Leuconostoc
and Weissella conform the dominant population; although the last
two genera represent more than 40% of the relative abundance,
they could not be detected by culture-dependent methods and by
the V3 variable region of 16S rDNA amplification-DGGE (Flores-
Magallén et al., 2011; Zaniga, 2009), however, Chombo-Morales
et al. (2016) were able to detect these genera in authentic Cotija
cheese by the amplification of the V7—V8 regions of 16S rDNA.

The genome reconstruction of the three dominant species
L. plantarum, L. mesenteroides and W. paramesenteroides was
possible due to a great coverage (between 1500 and 2000x) for
each one of them (Table 2). It is noteworthy that the proportion of
mapped reads for each reference genome agrees with the one
calculated by the abundance of marker genes of the total meta-
genome reads (Supplementary material 2), suggesting that there is
no bias in the abundance assessment.

The genus Lactobacillus is commonly found in both fresh and
ripened cheeses (Bautista-Gallego et al., 2014; Ercolini et al.,, 2012)
and its abundance has been correlated to maturation time (Quigley
et al., 2012). Most of the genera detected in this work as dominant
and subdominant (Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus and
Enterococcus), have often been described as a part of the microbiota
of spontaneously ripened cheese, made from non-pasteurized milk
(Duthoit et al., 2003; Fuka et al., 2013; Masoud et al., 2012; Quigley
et al, 2012). In contrast, Leuconostoc and Weissella are not
commonly associated with cheese environment (Chombo-Morales
et al., 2016; Fuka et al., 2013; Masoud et al., 2012). The presence of
these particular bacteria as dominant genera could be considered as
a distinctive signature of the authentic ripened Cotija cheese. The
origin of Weissella and Leuconostoc species and their presence in
Cotija cheese as dominant populations is uncertain, nevertheless,
strains of both genus have been isolated from different sources in the
manufacture of some cheeses, such as from MRS agar plates exposed
to the air of cheese-making room used to make traditional Greek
cheese (Litopoulou-Tzanetaki and Tzanetakis, 2014); from the wood
surface of the containers used in cheese manufacture (Settanni et al.,
2012), and even from cow raw milk (Masoud et al., 2012).

4.2. Metagenomic approach applied to a microbiological safety
analysis

The bacterial community of Cotija cheese is rich in LAB,
practically free from coliform and it shows a total absence of
pathogenic bacteria such as L. monocytogenes, P. aeruginosa,
Salmonella spp., Yersinia spp. and Brucella spp. (Supplementary
material 2), however, some bacteria from the family Enter-
obacteriaceae were detected in a very low abundance (Fig. 1 and
Supplementary 2). Considering that this particular cheese has an
estimated bacterial number of 1 x 10° CFU/g, as determined by
FISH (Escobar, 2012), this low proportion would correspond to a
count of 1-2 CFU/g, which may not represent a risk for the
consumer. Due to the fact that E. coli was found, a screening of
genes reported as associated with virulence in eight different
groups of pathogenic E. coli: enterotoxigenic (ETEC), enter-
oinvasive (EIEC), enteropathogenic (EPEC), enterohemorrhagic
(EHEC), enteroaggregative (EAEC), diffusely adherent (DAEC),
uropathogenic (UPEC), and neonatal meningitis-associated
(NMEC), was performed (MOH Key Laboratory of Systems
Biology of Pathogens, Institute of Pathogen Biology, 2014). The
UPEC and NMEC strains are not described as foodborne patho-
gens, nevertheless, virulence genes associated with these strains
were searched for in the Cotija cheese annotation output, as
well. No virulence genes belonging to any of the pathogenic
groups mentioned before were found. Accordingly, we can infer
that the E. coli strains present in Cotija cheese are non-
pathogenic and thus, their presence does not represent a risk
to the consumer's health.

It is worth mentioning that quality of raw materials is essential
in obtaining safe dairy products and the desired sensory charac-
teristics. Particularly in the case of the authentic farm-made Cotija
cheese, producers participate into governmental programs in or-
der to maintain their livestock free of brucellosis and tuberculosis.
Besides, they follow hygienic production practices to attain the
Collective Trademark and to accomplish the Mexican Standard,
where it is established that a three month-ripening time should
be carried out for the microbial safety of the product (Alvarez
et al, 2005; NMX-F-735-COFOCALEC, 2011). The absence of
enteric and pathogenic bacteria is explained by lactic and other
organic acid production by LAB, pH decrease, as well as by anti-
microbial peptide activity (Beresford and Williams, 2004) as
depicted in Fig. 5.
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Fig. 3. KEGG map of metabolic pathways present in Cotija cheese metagenome. In green, all pathways represented in Cotija cheese metagenome. Modules of interest are highlighted: In yellow, aromatic compounds degradation; purple,
sulfur metabolism; blue, fatty acid metabolism; pink, amino acid metabolism. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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Fig. 4. Examples of genomic context of bacteriocin clusters. A—C, clusters found in Cotija cheese metagenome. D, Pediococcus pentosaceus ATCC 25745 bacteriocin cluster, as a
reference. Color code: red, bacteriocin structural gene (PF01721, unless other specified); blue, immunity gene (PF08951, unless other specified); orange, transport domain; green,
peptidase domain; pink, transport and peptidase domains in a single gene; yellow, other annotation; gray, hypothetical protein. (For interpretation of the references to color in this

figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

Table 4
Bacteriocin and related genes found by Pfam analysis on metagenomic annotation.
Pfam ID Description Number of matches in the annotation output
PF02052 Gallidermin 1
PF01721 Class II bacteriocin 12
PF10439 Bacteriocin class Il with double-glycine leader peptide 15
PF08951 Enterocin A immunity 88
PF05147 Lanthionine synthetase C-like protein 3
PF04369 Lactococcin-like family 7
PF04738 Lantibiotic dehydratase, N terminus 3
PF04737 Lantibiotic dehydratase, N terminus 3
PF13376 Bacteriocin-protection, Ydel or OmpD-associated 13
PF12173 Bacteriocin class Ilc cyclic gassericin A-like 2
PF11420 Bacteriocin subtilosin A 2
PF09683 Bacteriocin (Lactococcin_972) 3
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Fig. 5. Schematic representation of a ripening cheese process.
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4.3. Role of bacteria in Cotija cheese ripening

In Cotija cheese, there is a mixture of a variety of both homo and
heterofermentative LAB species (Fig. 1 and Supplementary Material
2), enabling the production of a wide range of compounds impor-
tant for food safety, sensory attributes and important biotechno-
logical compounds, such as enzymes. At the beginning of any lactic
fermentation, the most successful species are lactate producers, e.g.
Lactococcus lactis and some species of Lactobacillus. In cheese, as
maturation proceeds, this population is diminished, allowing the
development of a secondary microbiota that comprises mainly
facultative heterofermentative species, which synthesize aroma
and flavor compounds due to their lipolytic and proteolytic activity
during ripening, as illustrated in Fig. 5. Such is the case of Leuco-
nostoc and Weissella genus and heterofermentative L. plantarum
(Beresford and Williams, 2004; Bjorkroth and Holzapfel, 2006;
McSweeney, 2004).

The enzymes necessary to produce flavor and aroma com-
pounds in LAB are highly strain dependent, however some strains
have been studied because of their activity in the production of
cheese flavor compounds. Leuconostoc spp. is a recognized pro-
ducer of diacetyl and acetoin. Also some citrate-positive Lacto-
coccus strains and mesophilic lactobacilli, produce diacetyl and
formate (Fox et al., 1995). Strains of L. plantarum, casei and paracasei
produce esterases (intracellular mainly) and degrade sulfur, aro-
matic and branched chain amino acids to produce a variety of
thiols, alcohols and aldehydes; some L. lactis strains produce intra-
and extracellular lipases and proteases, and some other strains have
been reported as capable to degrade methionine to methanethiol
and methional. Additionally, some strains of Propionibacterium,
Carnobacterium, and Enterococcus faecalis are capable of producing
carboxylic acids form oxidative decarboxylation of a-ketoacids;
likewise, LAB including lactococci, lactobacilli, leuconostocs and
pediococci are capable of generating esters from carboxylic acids
and alcohols (Collins et al., 2003; Yvon and Rijnen, 2001).

In addition to LAB, a group of non-dominant halophilic micro-
organisms were found. These bacteria could have been inoculated
with the salt used during Cotija cheese manufacture, due to the fact
that unprocessed sea salt is added directly to the curd, some marine
LAB were found as subdominant populations, such as Mar-
inilactibacillus and Alkalibacterium, which might have adapted to
the cheese environment because of their metabolic capacities,
which can explain why they were more abundant than the other
halophilic bacteria.

4.4. Functional annotation and metagenome metabolic potential

It is well known that the sensory profile in a fermented food is
the result of a highly complex mixture of compounds, which come
from the microbial metabolism of carbohydrates, lipids and pro-
teins, and from degradation of free amino acids and fatty acids. The
most relevant flavor compounds produced by microbial activity in
ripened cheese are the aldehydes, alcohols, carboxylic acids and
esters. Other flavor compounds that could provide distinctive flavor
notes are ketones, lactones, pyrazines, sulfurous compounds, free
fatty acids (acetic and propionic mainly), free amino acids, and salts
(Smit et al., 2005). Sometimes the flavor compound is not the final
product of a metabolic pathway and independent enzymatic re-
actions could be needed in order to produce them (Table 3).

L. plantarum, which was detected as dominant in Cotija cheese,
has been recognized as responsible for an increase of secondary
proteolysis in cheese, promoting amino acid release (Milesi et al.,
2008). Cotija cheese microbiome has the metabolic potential to
transform free amino acids into their respective a-keto acid by
transamination of branched-chain and aromatic amino acids, such

as phenylalanine. Those a-keto acids are degraded to aldehydes by
a-keto acid decarboxylases, which were also found in the annota-
tion (Table 3). Accordingly, cheese flavor profile could be enriched
by aldehydic compounds produced by the catabolism of branched
chain amino acids and phenylalanine, and also with acetaldehyde
derived from threonine (Table 3 and Supplementary material 3). It
is interesting that no transaminases for tyrosine and tryptophan
were found, due to the fact that some of their corresponding
products, such as skatole, are responsible for unpleasant odors
(Yvon and Rijnen, 2001).

Another important source of flavor and aroma compounds are
lipids. Some lipolytic strains of Bacillus and Staphylococcus have
been isolated from Cotija cheese (Garcia, 2011), and fatty acid
catabolism pathways were completely reconstructed by Ghost-
Koala annotation in this metagenome (Fig. 3). The degradation of
free fatty acids (FFA) is accomplished by p-oxidation with the
concomitant generation of methyl-ketones (Table 3) (Collins et al.,
2003) and the enzymes required to convert methyl-ketones into
their respective secondary alcohol were found as well (Table 3).
Likewise, FFA could produce esters or thioesters by an esterification
reaction with an alcohol or a thiol. Alcohols can be produced from
carbohydrate metabolism and thiols from sulfur amino acid
metabolism. A great variety of aldehyde and alcohol de-
hydrogenases were found in the metagenome annotation output as
well, whose products can contribute to flavor with a variety of
ketones, aldehydes and carboxylates (Table 3).

Besides the degradation of proteins and lipids, the presence of
benzene derivatives, e.g. toluene and xylene, is important for the
flavor and aroma profiles in cheese. In lab-made products, the
concentration of such derivatives was associated with the microbial
composition of the starter culture (Centeno et al., 2002; Wang et al.,
2012). Enzymes related to the synthesis of alcohols from xylene
degradation were found in the Cotija cheese metagenome, whose
presence could explain some odor notes detected in the traditional
product (Table 3). Phenolic alcohols such as 2,3-dimethylphenol
and 3,4-dimethylphenol are part of the sensory profile of cheese
(Urbach, 1997); the former has smoky and ink-like odors and a
sweet flavor, as the latter has predominantly horse stable—like odor
notes (Czerny et al., 2011).

4.5. Genomic context of bacteriocin genes

LAB play a main role in food safety because of the production of
antimicrobial compounds such as bacteriocins, which are impor-
tant in food biopreservation (Ross et al., 2002). As for the meta-
genome from Cotija cheese, there were 43 clusters that contained at
least one coding-gene for bacteriocins, and some of them were
large enough to analyze the genomic context. The only structural
gene of class I bacteriocins, gallidermin, was in a cluster with two
genes associated with a post translational modification for lanti-
biotic biosynthesis, a RepB family protein and other three genes
without clear annotation. The remaining clusters contained class II
bacteriocins, mainly of class Ila, described as antilisterial. In Fig. 4,
some class II bacteriocin-clusters are shown. Bacteriocin and
ancillary genes are some of the genetic traits most susceptible to be
transferred horizontally among LAB in fermented foods, along with
antibiotic resistance and immunity to bacteriophages (Rossi et al.,
2014).

It is well known that bacteriocins are coded in gene clusters
which might include some of the following genes: bacteriocin
modifying enzymes, immunity, secretion or regulatory proteins, in
any genomic context (Snyder and Worobo, 2014). In most contigs,
downstream the coding bacteriocin gene there were proteins with
hypothetical or no annotation (Fig. 4). Further characterization is
needed in order to find out the function of those unknown
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sequences. In some other cases, when the immunity protein was
absent, there were two or more bacteriocin-like coding genes in
tandem, which have been reported as substances with a regulatory
role acting as bacterial pheromones (Snyder and Worobo, 2014).

A different scenario are contigs where only the immunity gene
was found. It is not clear if the adjacent gene with no annotation
corresponds to a new bacteriocin, or if the immunity gene is in-
dependent of a bacteriocin cluster. Immunity genes could be an
advantage to the holder strain, although the acquisition mecha-
nisms have to be characterized. Several non-producing bacteriocin
strains have been shown to contain immunity genes, which are
probably residual bacteriocin gene clusters and which could render
resistant strains conferring cross-immunity (Fimland et al., 2002;
Kjos et al., 2011; Meretrg et al., 2005). In the case of the recon-
structed genomes from dominant species, ORFs with products
annotation related to bacteriocin clusters were studied. Results
from this analysis showed that there were no genomic regions with
the genes of interest in W. paramesenteroides, however the genome
of L. mesenteroides has a putative bacteriocin and seven contiguous
ORFs annotated as hypothetical proteins. In addition, two regions
with immunity genes, but no structural gene for the bacteriocin
were detected, from which only one has a hypothetical protein
immediately upstream. Further analysis, however, is needed to
determine the presence of a new bacteriocin. As for the L. plantarum
reconstructed genome, no coding genes for bacteriocins were
found. Similarly, immunity genes were present, from which in only
one region there were adjacent genes with hypothetical protein
annotation. As reported for other bacterial species, an immune
mimicry survival strategy in this strain can be speculated (Draper
et al., 2009).

5. Conclusions

The use of a whole metagenome sequencing approach and
bioinformatics were applied to perform a comprehensive analysis
of the Cotija cheese microbiome, for taxonomical and functional
characterization at a fine detail level. The bacterial microbiota in
the three-month ripened Cotija cheese is conformed in ~98% of
Firmicutes, with dominance of three genera: Lactobacillus, Leuco-
nostoc and Weissella, whose genomes were entirely reconstructed
at a high-quality draft level. Interestingly, this analysis allowed us
to become aware of the presence of over 500 taxa, including
halophilic bacteria and archaea, in the non-dominant population
(<1%). This finding reflects the complexity and uniqueness of the
ripening process of a handcrafted dairy product such as Cotija
cheese. Considering the microbial complexity found, efforts to
design a starter culture for a similar fermentation would not be
worth the effort.

The use of this highly sensitive method allowed us to assess the
microbial safety of a dairy product made from raw milk. These
findings confirm that if good quality raw materials and hygienic
practices are used, along with a three-month ripening process, this
traditional practice allows farm-house producers to obtain a good
microbiological quality cheese.

This consortium has the metabolic potential to generate a flavor
and aroma profile mainly given by amino acid and free fatty acid
catabolism, and that could be enriched with metabolites derived
from branched-chain amino acids, as well as with secondary alco-
hols produced from short chain free fatty acids. However, an
analysis of volatile compounds from Cotija cheese is needed to
confirm the presence of such compounds.

Results suggest that the diversity of immunity genes against
bacteriocins in Cotija cheese microbiome is an important strategy
to maintain the population dynamics, however it remains un-
known what the driving forces of such taxonomic diversity are. A

further molecular mining study, with other bioinformatic and
molecular tools is needed in order to search for new bacteriocins
and to analyze their genomic context.

Our findings can partially explain the role of a bacterial popu-
lation in the sensory attribute balance in a fermented dairy product
and its contribution to its safety for human consumption. Besides,
the functional information generated can be helpful to search for
new enzymes with biotechnological applications.
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GLOSARIO

Actividad acuosa (aw): Término implementado para describir la intensidad con que el agua se asocia a los
componentes no acuosos de un alimento. Se define matematicamente como la presién de vapor relativa (aw =
p/po; donde “p” es la presién de vapor del agua en solucién y “po” es la presién de vapor del agua pura), y puede

tomar el valor maximo de uno para el agua pura.

Bacterias coliformes: Las bacterias coliformes son bacilos Gram negativos no esporulados, fermentadores de
lactosa con producciéon de gas y acido cuando se incuban a 37°C. Se usan como indicadores de calidad
microbiolégica, especificamente de contaminacién fecal debido a su origen como comensales intestinales de
animales de sangre caliente, aunque se les encuentra frecuentemente en ambientes acuaticos, suelo y en la
superficie de vegetales. Los géneros Citrobacter, Enterobacter, Hafnia, Klebsiella y Escherichia son
considerados coliformes totales, mientras que E. coli es considerado como coliforme fecal y se le reconoce por
su habilidad para fermentar lactosa a 44°C. En la NMX-F-735-COFOCALEC-2011, se especifica para queso
Cotija Artesanal Madurado la cuenta de coliformes fecales <10 NMP(Numero Mas Probable)/g.

Contig: Es una secuencia genémica continua de ADN obtenida a partir del ensamble de secuencias més cortas,
donde la posicion de cada una de las bases se considera como de alta confiabilidad. Dentro de dicha secuencia no

debe haber huecos (gaps) o bases ambiguas diferentes de A, C, Go T.

Denominacion de Origen: La Denominacién de Origen es una figura juridica de protecciéon en materia de
Propiedad Industrial. Con ésta, se protege productos que cuentan con caracteristicas propias de una region
geografica particular, como son los factores naturales y humanos que determinan su calidad o caracteristicas

peculiares. En México, las Denominaciones de Origen son propiedad del Estado.

Diversidad de especies: La diversidad de una comunidad depende de la riqueza (ntimero de especies) y de la
abundancia relativa de éstas (equitatividad o evenness). En un par de muestras con el mismo ntimero de especies,

aquella en la que la abundancia relativa de las especies sea mas equitativa, se considerara como mas diversa.

Estadistica N50: Permite obtener una idea de la distribucién del tamafio de los contigs en un ensamble, se
obtiene ordenando los contigs de mayor a menor tamafio y sumando sus longitudes por ese orden hasta alcanzar
el 50% del tamafio del genoma o del total de bases ensambladas en un metagenoma. La longitud del tltimo

contig sumado es el valor N50.

Estimador de diversidad: Determinacién estadistica de la diversidad a partir de la abundancia relativa de las
especies presentes en una muestra del tamafio necesario para tener completamente representada a la comunidad.
Existen varios métodos de estimar diversidad, los métodos paramétricos estiman el nimero de especies no
observadas al ajustar los datos del muestreo a modelos de abundancia relativa de especies, ejemplos de estos

modelos son lognormal y Poisson normal; los estimadores no paramétricos ponderan de diferente manera a las



especies abundantes en relacion con las especies de baja abundancia, y se consideran mas adecuados para su

aplicacién en ecologia microbiana; ejemplos de estos estimadores son los de Simpson y Shannon.

Homologia: En el contexto biol6gico, homologia es la existencia de un ancestro comin que se comparte para

una estructura o gen en especies diferentes.
Indeles: Inserciones o deleciones de bases en una secuencia genémica.

Inocuidad: Que no hace dafio. En el contexto alimentario, la inocuidad es un concepto que se refiere a las
condiciones y practicas que preservan la calidad de los alimentos para prevenir su contaminaciéon y las

enfermedades transmitidas por su consumo.
k-mero: Secuencia con longitud “k” de bases, donde “k” es cualquier entero positivo de bases consecutivas.

Lantibiotico: Bacteriocinas clase I, son péptidos con actividad antimicrobiana de menos de 28 aminoacidos (<5
kDa) modificados post-traduccionalmente, lineales o globulares que contienen lantionina, -metil lantionina, y/o
aminodcidos deshidratados. Dichas modificaciones resultan de la condensacién de residuos de serina o treonina.

Un ejemplo importante de este tipo de bacteriocinas es la nisina.

Lecturas: Secuencias de ADN que se obtienen como resultado de la secuenciacion de un genoma o metagenoma

shotgun o de amplicones.

Lecturas pareadas: Protocolo de secuenciacion que implica la obtenciéon de lecturas desde ambos extremos de

cada fragmento, lo que provee informacion sobre localizacion relativa y orientacion de cada par de lecturas.

Marca colectiva: El registro de una Marca Colectiva en México, tiene como fin distinguir en el mercado, los
productos o servicios de los miembros de la asociacion que lo solicita de productos o servicios de terceros. En la
solicitud se deben incluir las reglas de uso del producto a registrar. Su uso se aplica en la protecciéon de un
producto con calidad vinculada a su origen. Las Marcas Colectivas son propiedad del grupo de productores que

las registran.

Marcador filogenético: Es un fragmento (o locus) de una secuencia ya sea codificante o no codificante de ADN
que se utiliza en la reconstruccién filogenética mediante la comparacién de los homdlogos de secuencias de
nucledtidos o de proteinas. Para que una secuencia pueda fungir como marcador filogenético no debe ser
variable entre especies o debe tener variacién predecible e idealmente, las secuencias deben estar disponibles
para la mayoria o todas las especies de un género. El grado de similitud entre las secuencias, indica divergencia

genética como resultado de la evolucién molecular en el tiempo.

Potencial de hidrégeno (pH): Se entiende como potencial de hidrogeno la concentracién molar de iones

hidrégeno o protones (H") en una solucién. Matematicamente se expresa como pH=-logo[H"].

Potencial metabélico: Conjunto de predicciones de funcion obtenidas a partir de secuencias metagenémicas que

no se asocian necesariamente a un género o especie en particular, sino al consorcio como un sistema completo.



Potencial redox (Eh): El potencial redox es la medida de la afinidad de una sustancia por electrones comparada
con la del hidrégeno, cuyo valor de potencial (E) es de cero. El potencial redox de un sistema esta determinado
por la cantidad total de especies oxidantes y reductoras ([Ox]+[Red]) y depende en gran medida de la cantidad
de oxigeno disuelto y del pH del sistema, como se describe en la ecuaciéon: Eh(mV) = 1.234 — (0.058*pH) +
(0.0145)*(log10p0-); donde pO2 es la presién parcial de oxigeno expresada en atmosferas. Dicho potencial es
positivo cuando ocurre oxidacién y negativo cuando se produce una reduccién. Debido a la fermentacion de
lactosa a acido lactico, asi como a la reduccién de pequefias cantidades de O, a H>O, el valor tipico de Eh en

quesos madurados es de aproximadamente -240 a -250 mV.

Quorum sensing: Es la regulacién de la expresion de genes como respuesta a fluctuaciones en la densidad
poblacional a nivel celular. En bacterias, la comunicacién celular ocurre mediante la liberaciéon de moléculas
llamadas autoinductores, cuya concentraciéon incrementa en el medio con la densidad de células. Algunos
ejemplos de procesos regulados por quorum sensing en bacterias son virulencia, conjugacion, produccién de

antibioticos, esporulacion y la formacion de biopeliculas.

Regulon: Grupo de genes que estan bajo el control del mismo gen regulador que codifica para una proteina que
actiia ya sea como activador o como represor de su transcripcion. Este sistema es la unidad bésica de respuesta

celular en bacterias.

Secuencias adaptadoras: Secuencias cortas de ADN de doble cadena que se adicionan a los extremos de los
fragmentos cuya secuencia se desea conocer. Dichos oligos son necesarios para llevar a cabo la secuenciacién y
su patrén de nucleétidos varia de acuerdo a la tecnologia utilizada con este fin. Los adaptadores indexados
contienen ademas informacion sobre el origen de las muestras cuando se lleva a cabo secuenciacion de varias

muestras en una misma corrida.

Transferencia horizontal de genes: Transmision no genealogica de material genético de un organismo donador
a otro receptor que pueden estar o no relacionados taxondémicamente. Dicho mecanismo puede ocurrir en

bacterias por tres vias distintas, conjugacion, transformacién o transduccion.



	Texto Completo

