‘)xu L AT 2T

f‘(&“& :ﬁz‘fp

““—ﬁl

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Maestria y Doctorado en Ciencias Bioquimicas
Instituto de Biotecnologia

Analisis metagenomico de heces de latortuga Gopherus berlandieri, y
comparacion con otros microbiomas fecales reptilianos

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
Maestro en Ciencias

P RESENT A
LCG Leticia Berenice Jiménez Marin
DIRECTOR DE TESIS
Dra. Esperanza Martinez Romero
Centro de Ciencias Genémicas, UNAM
COMITE TUTOR
Dra. Guadalupe Espin Ocampo

Instituto de Biotecnologia, UNAM

Dr. Edmundo Calva Mercado
Instituto de Biotecnologia, UNAM

Cuernavaca, Morelos. Junio 2017



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Lol

CIENCIAS

ioquimicas

LETICIA BERENICE JIMENEZ MARIN

Por medio del presente me permito informar a usted que en la reunién del dia 06 de
junio del 2017 el Subcomité Académico acordd nombrar el siguiente jurado para
Examen de Maestria en Ciencias, con No.de cuenta 407027204 con la tesis titulada,
“Analisis metagenémico de heces de tortuga Gopherus berlandieri, y comparacion
con otros microbiomas fecales reptilianos” dirigida por la Dra. Maria Esperanza
Martinez Romero.

Presidente Dra. Cinthia Ernestina Nufiez Lopez
Secretario Dra. Liliana Pardo Lépez

Vocal Dr. Diego Cortez Quezada
Vocal Dr.  Adrian Ochoa Leyva
Vocal Dr. Santiago Sandoval Motta

Sin mas por el momento me es grato enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE
"POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Cuernavaca, Mor. a 06 de junio de 2017

Coordinadora de Docencia

En un plazo méaximo de tres semanas, contados a partir del momento en que el sinodal designado
oficialmente reciba la tesis, éste debera dar su voto fundamentado por escrito, el cual sera
comunicado al comité académico. Si considera que le sera imposible cumplir con esta obligacién
debera indicarlo al alumno para ser sustituido de inmediato

mdcbg@posgrado.unam.mx



Les agradezco a todos. TODOS.
Porque de una forma u otra hicieron interesante el camino.

Por amor al orden y la paz, dedico este trabajo (casi) en orden cronolégico:

A mis papés. Porque me regalaron Fantasia en VHS y han sabido apoyarme y reir con mis
curiosidades (siendo esta la mas formal hasta ahora).

A mi abuelito. Porque quiero ser como él me ve.

A mi hermana. Porque Bere no Pig, Bere die.

Al Profesor Cosme. Porque le dio dimension a mi imagen de la hermosa disciplina de la
Biologia.

A los amigos viejos. Porque crecer juntos es un privilegio y casi un milagro.

A los amigos no tan viejos. Porque me han sabido detener, impulsar, desordenar y ordenar.
A los amigos en general. Porque como Gandalf, han llegado justo en el momento.

A Checa, Marlene, Isai y Juan. Porque vivieron este proceso junto conmigo.

A la UNAM. Por su generosidad.

A Fede. Porque me adopt6 un dia en Pujol.

AGRADEZCO inmensamente a la Dra. Esperanza Martinez Romero por ofrecerme una
educacion libre y relajada, al mismo tiempo que de altisima calidad. Gracias por confiar en
mi.

Del mismo modo, agradezco a mi comité tutor por compartirme sus impresiones, criticas y
consejos siempre en el tono mas constructivo y enriquecedor.

Agradezco también a los ATls, lliana, Gloria yTofio por su extraordinaria disposicion y
capacidad para ayudar.

Finalmente, agradezco a la Biol. Monica Salmeron Estrada por su apoyo como encargada
del herpetario de la Facultad de Ciencias, UNAM.

Este trabajo se ha vuelto posible gracias al apoyo del Consejo Nacional de Ciencia y
Tecnologia (CONACYT).



INDICE

VI.

RESUMEN

INTRODUCCION

Generalidades sobre reptiles

Generalidades y anatomia de tortugas

Sobre Gopherus berlandieri

Sobre los estudios de diversidad microbiana

HIPOTESIS

OBJETIVOS
General
Particulares

METODOS

Eleccién de organismos

Toma de muestra

Extraccion de acidos nucleicos
Secuenciacion

Filtrado de datos

Analisis taxonémico
Comparacion de métodos
Andlisis funcional

RESULTADOS

Eleccién de organismos
Obtencion de la muestra
Extraccion de acidos nucleicos
Secuenciacion

Filtrado de datos

o o O

15

15
15

16
17
17
19
20
20
21
21

22
22
22
27
28



Andlisis taxonémico
Comparacion de métodos
Analisis funcional

VIl.  DISCUSION

Sobre el impacto de los métodos de extraccion de acidos nucleicos
Sobre la caracterizacion de la diversidad microbiana en heces

de G. berlandieri

Sobre la arquitectura de la microbiota fecal en un contexto

mas amplio

Sobre la bateria génica de la microbiota fecal de G. berlandieri

VIIl.  CONCLUSIONES

IX. PERSPECTIVAS

X. REFERENCIAS

XI. MATERIAL SUPLEMENTARIO

28
38
40

50

54

60
65

70

71

72

81



l. RESUMEN

La metagendmica es una disciplina encargada de describir los genomas de las comunidades
microbianas presentes en un ambiente de interés. Debido a su enfoque basado en la
secuenciacion masiva de ADN, no requiere de cultivo. Uno de los ambientes que la
metagendmica aborda con mayor interés es el del intestino de diversos organismos, ya sea a
través de biopsias, sacrificio del sujeto de estudio, o realizando una aproximacion
utilizando materia fecal. Las tortugas (Orden Chelonii o Testudinos) se distinguen en que
incluyen mas especies herbivoras existentes que otros clados reptilianos. Gopherus
berlandieri pertenece al Unico género de tortugas terrestres que habita en América del
Norte, y tiene una dieta herbivora. En este trabajo se utiliza un enfoque metagenémico para
analizar la comunidad microbiana en las heces de un ejemplar de G. berlandieri. La
comparacion de los resultados obtenidos con los de estudios independientes en otras
especies de reptiles enriquece el conocimiento con respecto a cdmo y con qué magnitud los
habitos alimenticios influyen en la ecologia microbiana de una especie. Entre las
aportaciones de este trabajo se encuentran el desarrollo de un método de extracciéon de
ADN de muestra fecal, la implementacidn de protocolos bioinformaticos para analizar los
datos del microbioma fecal de G. berlandieri y los resultados con significado biolégico

resultantes dicho analisis.



Il. INTRODUCCION

Generalidades sobre reptiles

La clase Reptilia se desprende del phylum Chordata, y a él pertenecen varios amniotas —
animales que usan estrategia de ya sea poner sus huevos en tierra o retener a los huevos
fertilizados en el cuerpo de la madre. Existen multiples conceptos taxonémicos para lo que
es Reptilia (38) (ver una posible resolucion filogenética en Fig. S. 1), por lo que puede
considerarsele hasta el momento un clado parafilético. Esta situacion presenta un problema
en términos de clasificacion porque se traduce en que no se pueden realizar aseveraciones
sobre los origenes, caracteristicas y relaciones ‘familiares’ entre las tortugas y los demas

reptiles.

Debido al caracter no monofilético de Reptilia, es dificil definir este clado con base
en sus caracteristicas comunes. Si se consideran Gnicamente las especies existentes carentes
de plumas o pelo, esta clase comprende a las familias de lagartos y serpientes (Squamata),

cocodrilos (Crocodilia), Tuatara (Sphenodontia) y tortugas (Chelonii) (39).

Generalidades y anatomia de tortugas

Las tortugas son tetrdpodos oviparos cuya distribucion comprende casi cualquier ambiente
no artico, tanto acuatico como terrestre (38). Los testudinos, como también se les conoce,
poseen como caracteristica comun que poseen una estructura rigida que protege casi la
totalidad de su cuerpo y consiste en el plastron — la parte inferior — y el caparazon, la parte
superior, ambas conectadas por los lados. En la mayoria de las tortugas ambas estructuras
estan constituidas por tejido derivado de la epidermis y de hueso (38); asi, estos animales

poseen una excepcional estructura Osea, diferenciandose de las armaduras de otros



tetrapodos en que las tortugas poseen tanto vértebras como costillas transformadas unidas al
caparazoén (40).

Muchos detalles con respecto al origen y evolucion de las tortugas son motivo de
debate. La evolucién del plastron, asi como el anélisis comparativo de los mecanismos de
respiracion entre tortugas terrestres y acuaticas, ofrecen un indicio de que las tortugas
poseen un origen acudtico o semiacudtico (41, 43). Con respecto a la posicion taxonémica
de los quelonios con respecto a los demas reptiles existen varias hipétesis: 1) que las
tortugas se encuentran alejadas del resto de los reptiles; 2) que son un grupo hermano de
los lagartos, serpientes y tuatara (reptiles endémicos de Nueva Zelanda); 3) que son un
grupo hermano de los cocodrilos y aves, siendo esta Ultima opcién la més aceptada en la
actualidad (40, 42).

Otra caracteristica interesante es que, aunque son escasas las especies de reptiles
existentes cuya dieta es considerada herbivora (9), esta preferencia alimentaria se observa
especialmente en el clado que corresponde a las tortugas. El orden de los quelonios es
considerado en general como omnivoro (14), y de hecho se ha planteado que quizas
ninguna tortuga es absolutamente herbivora (de ofrecérseles fuentes importantes de
proteina, es sumamente probable que las consumiran) (18). Sin embargo, la mayor cantidad
de especies cuya alimentacion es dominantemente vegetal esta presente en la familia de los
testudinidos, es decir, las tortugas terrestres (15, 16, 17) (Fig. S. 2). La dieta béasica de la
mayoria de las tortugas terrestres se compone de follaje verde, aunque éstas se comeran
cualquier pedazo de carrofia que se les ponga por delante (18) asi como invertebrados y

frutas, especialmente en el caso de tortugas cuyo habitat es boscoso (17).



Los miembros de la familia Testudinidae corresponden en su totalidad a tortugas
terrestres en diez géneros distribuidos en &reas tropicales y subtropicales en todos los
continentes excepto Australia y la Antértida (18). Al igual que todos los quelonios, carecen
de dientes, pero cuentan con poderosas mandibulas que permiten cortar sus alimentos en
trozos que puedan ser tragados facilmente (17). Estas tortugas, ademés, poseen un tracto
digestivo considerablemente mas alargado que el de tortugas carnivoras, pudiendo ser hasta
siete veces més largos que el caparazdn en si; sin embargo, el tracto digestivo no se
encuentra muy especializado, y no poseen estructuras andlogas a las de otros organismos
herbivoros, como el rumen (17) (Fig. 1). El intestino delgado de las tortugas cumple
mayormente con el proceso de absorcion de la comida (14), y para compensar la falta de
especializacidn, las tortugas poseen una tasa de digestién sumamente baja (17), misma que

depende parcialmente de la temperatura corporal del individuo.
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Fig. 1. Tractos gastrdintestiﬁales de un anfibio, un reptil carnivoro, un reptil omnivoro, una tortuga herbivora
(G. carbonaria) y un reptil herbivoro. Nétese el volumen mayor de la seccion posterior del intestino para los
animales herbivoros. Modificado de (16).



El intestino grueso de las tortugas terrestres desemboca (como en todos los reptiles),
en una cdmara cloacal, subdividida en un coprodeo, que recibe las heces, y un urodeo,
donde se concentran orina y productos de los érganos genitales (Fig. 2A). Estos desechos
eventualmente alcanzan el proctideo, que es un tracto comun a estas excreciones, y que esta
cerrado por un esfinter (14). La urea presente en la cloaca, se cree, puede ser reabsorbida

para convertirse en acido Urico posteriormente (14).

Sobre Gopherus berlandieri

Las tortugas del género Gopherus sobreviven en areas donde el agua es sumamente escasa,
por lo que extraen sus liquidos de su alimento, principalmente compuesto por materia
vegetal, y son las Unicas tortugas terrestres que se pueden encontrar en Norteamérica (17)
(Fig. 2B). El género incluye 4 especies, distribuidas todas en territorio mexicano y
estadounidense (17): G. polyphemus, G. agassizii, G. flavomarginatus y G. berlandieri
(Fig. 3) (18). El habitat de Gopherus berlandieri comprende parte de los EEUU-al sur de

Texas- y el noreste de México (12).
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Fig. 2A. Aparato digestivo de tortuga. Modificado de (25).
Fig. 2B Distribucion geografica de miembros del género Gopherus. Obtenido de (26).

De acuerdo a la Biol. Moénica Salmeron, encargada del herpetario de la Facultad de
Ciencias de la UNAM, durante los meses mas frios estas tortugas hibernan, mientras que en
los meses mas calidos, estivan. En primavera las tortugas entran en celo y hacen su
ovoposicion (Salmerdén, M. comunicacion personal), aunque la posibilidad de reproducirse
exitosamente parece ser minima para individuos de menos de 10 afios de edad (17). G.
berlandieri posee, como todas las (Gopherus, una dieta principalmente herbivora,
alimentandose mayormente de cactaceas y pasto (10). Cabe mencionar que esta especie se
establece en poblaciones muy aisladas, con poca interaccion, lo cual puede deberse en parte
a su limitado acceso a la comida (las fuentes de alimento se encuentran esparcidas en
distancias que resultarian dificiles de cubrir para este animal) (17). En cautiverio, el

galapago tamaulipeco parece desarrollarse bien con una dieta Gnicamente de verduras

(Salmeron, M. comunicacion personal).
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Sobre los estudios de diversidad microbiana y su relevancia

La metagendmica describe los genomas de las comunidades microbianas que componen

una muestra ambiental (1) y sienta las bases para el estudio de su fisiologia y ecologia (2).

Esta area de investigacion se basa en que es posible extraer acidos nucleicos de una
muestra ambiental, mismos que pueden después someterse a secuenciacién para obtener
una caracterizacion molecular de los microorganismos que habitan dicho ambiente. Siendo
asi, es evidente que los resultados de todo estudio perteneciente a esta disciplina dependen
tanto de que se logre una extraccion exitosa de los acidos nucleicos, como de que se utilice
una plataforma de secuenciacion cuyos resultados sean confiables y con calidad suficiente

para realizar analisis bioinforméticos interpretables.
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A raiz de la necesidad de obtener acidos nucleicos con calidad para secuenciacién
provenientes de diversos ambientes, se ha desarrollado una pléyade de métodos de
extraccion de los mismos. Algunos de estos se comercializan como kits (19, 20, 28, 29),
mientras que otros son desarrollados en funcién de las necesidades de distintos proyectos
(32), acoplandose a las necesidades de la muestra a estudiar. La estandarizacion de este tipo
de protocolos representa uno de los retos de la metagendmica, pues representa un paso que

puede tener un impacto muy serio sobre los resultados a obtener.

Por otra parte, con el advenimiento de técnicas de secuenciacion masiva, se ha
presentado la oportunidad de generar una mayor cantidad de secuencias que con técnicas
cultivables —es decir, aquellas que se basan en la manutencion de microorganismos en
medios nutritivos bajo condiciones de laboratorio (23). El rapido desarrollo de estas
tecnologias ha ofrecido multiples opciones de secuenciacion para tratar distintas muestras,
sobresaliendo las tecnologias de Roche/454 e Illumina. Entre las ventajas de esta Ultima
tecnologia estan: 1) la aportacion de contigs (agrupamientos de secuencias) de calidad
superior comparados a los obtenidos con 454, 2) una menor tasa de error y 3) un costo mas
accesible. Estas cualidades hacen de Illumina una tecnologia ideal para estudios
ambientales (24), mientras que la tecnologia de 454 ha caido en desuso hasta el punto de la

descontinuacion (73).

Entre los ambientes que han sido objeto de analisis metagendmico se encuentran
suelos, habitats acuaticos, la cavidad oral y heces (3). El estudio de heces fecales como
aproximacion para caracterizar la comunidad microbiana intestinal de distintas especies
responde a que ésta posee un importante rol en los procesos digestivos de su hospedero. De

estudios en este ultimo ambiente se han obtenido avances en la comprension de las
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caracteristicas de los microbiomas de la regién distal de intestino de distintos organismos,

incluyendo el ser humano (4).

Los estudios de diversidad microbiana en los intestinos de distintos mamiferos han
arrojado conclusiones interesantes, incluyendo una aparente correlacion entre el caracter de
la dieta y la diversidad de microorganismos encontrados, yendo ésta de menor en animales
carnivoros a mayor, con los animales omnivoros con una diversidad intermedia y los
herbivoros con la mayor diversidad (5). Ademas, el estudio de la microbiota intestinal de
distintos organismos herbivoros ha tomado relevancia a partir del interés de encontrar
microorganismos que tengan la capacidad de degradar materia organica, particularmente
polisacaridos complejos como celulosa (6,7). Este tipo de procesos son de interés para el
desarrollo de biocombustibles, biorremediacion e incluso para potenciar las capacidades
metabdlicas de organismos monogastricos (63). A raiz de este interés, los analisis de la
microbiota intestinal en animales herbivoros pertenecientes a distintos clados se han

multiplicado.

Entre los casos mas recientes de estudios en herbivoros no pertenecientes a
Mammalia se encuentra el de analisis de la microbiota fecal en iguanas (8, 47). Cabe
mencionar que otros reptiles han sido estudiados en los ultimos afios, incluyendo la
serpiente piton (13) y el aligator americano (44), con el fin de ahondar sobre las
caracteristicas de la microbiota tras periodos largos sin consumir alimento y para conocer
las caracteristicas microbioldgicas comunes a los tractos digestivos y materia fecal en
tetrapodos respectivamente. Empero, no existe gran cantidad de trabajo metagenémico
sobre tortugas, aungue este clado es el Unico otro ademas del que incluye a las iguanas que

cuenta con especies herbivoras (9).
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Se ha propuesto que los microorganismos presentes en el intestino de las tortugas se
encuentran en la parte posterior del tracto, una vez que se ha procesado el alimento por
influencia enzimatica en el intestino delgado (17). Ademas, se sabe que estas comunidades
incluyen multiples endoparasitos intestinales, dominando anélidos y platelmintos, aunque
parecen no representar en general un peligro para los reptiles. A pesar de que se sabe que su
tracto intestinal puede ser colonizado por Salmonella (18), asi como que pueden sufrir
infecciones causadas por protozoarios (18), se desconoce qué otros microorganismos

componen la fraccién mayoritaria de la microbiota intestinal en estos reptiles.

Como se menciond anteriormente, el clado con mayor numero de especies
herbivoras es el de las tortugas, y su metagenoma esta pobremente caracterizado. Debido a
ello, este estudio puede brindar perspectiva con respecto a las diferencias entre miembros
de la clase Reptilia. El estudio de tortugas herbivoras, como G. berlandieri, enriqueceréa lo
que se sabe acerca de la forma en que los organismos se acoplan a la herbivoria, siendo asi
un punto de comparacion para con otras especies con este habito alimenticio.
Adicionalmente, la microbiota de esta especie mexicana puede hablarnos mas sobre sus

habitos y necesidades, asi como de su impacto en el ecosistema.
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Il.  HIPOTESIS

El microbioma fecal de la tortuga G. berlianderi estara conformado por microorganismos
que correspondan a clados encontrados en otros reptiles, pero cuya bateria génica sea

consistente con la de un animal herbivoro.

IV. OBJETIVOS

General

Identificar la microbiota fecal de la tortuga Gopherus berlandieri mediante metagenémica.

Particulares

o Desarrollar un protocolo para extraer ADN de heces de ejemplares de G.berlandieri
o Extraer ADN de heces de ejemplares de G. berlandieri para ser secuenciadas.

o Determinar la composicion bacteriana en las heces de G. berlandieri

o Comparar esta composicidn con la de otros reptiles herbivoros.

o Identificar genes potencialmente ecofuncionales en dicha microbiota (e.g. genes

para fijacion de nitrégeno y degradacion de celulosa).



V.

METODOLOGIA

Extraccion de acidos nucleicos

Eleccion de

organismos

Obtencion

de muestra

Qiagen QlAamp Fermentas/Roche|  IMo Bio UltraClean Zhang et.al. Roche DNA D(ztigirctiir?t&ael'
DNA Stool Mini Kit hibrido Microbial DNA (extraccion de Isolation Kit for muestra vegetal)
Isolation Kit heces de Cells and Tissues
herbivoros)

Illumina Hiseq 2500 paired-end

Filtrado de datos

Anadlisis taxonémico

REAGO

Kaiju -

Analisis funcional

MG-RAST

Fig. 4. Metodologia utilizada. Se eligieron dos ejemplares de G. berlandieri del herpetario de la FC de la
UNAM, de los cuales se obtuvieron muestras fecales. Estas muestras se sometieron a distintos métodos de
extraccién de acidos nucleicos. Las extracciones realizadas con el método de Zhang et. al. Fueron las Unicas
con calidad suficiente para ser secuenciadas. Se realiz6 secuenciacién exitosa de una muestra usando la
plataforma Illumina. Los datos obtenidos se filtraron por calidad y se utilizaron tanto para efectuar analisis
taxonémicos con dos software como para hacer un anlisis funcional.

Eleccién de organismos

Para el presente trabajo se tomaron muestras de dos ejemplares de galdpago tamaulipeco
(G. berlandieri) pertenecientes al herpetario de la Facultad de Ciencias en Ciudad
Universitaria, UNAM. Los dos ejemplares son hembras, y antes de pertenecer al herpetario
fueron mascotas, 0 estaban en venta como tales. Ambas alcanzaron la madurez sexual

(Tabla 1) y desde diciembre de 2011 no consumieron suplementos alimenticios ni se les
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administraron antibi6ticos. Estas tortugas son alimentadas con verduras frescas: nopales,

lechuga, zanahoria y tréboles.

Ejemplar Edad aproximada (afios)
GB012 6
GB013 30

Tabla 1. Edades aproximadas de especimenes de G. berlandieri en el herpetario FC, UNAM.

Toma de muestra

La toma de muestra se realizo en funcion de la frecuencia de excrecion para los ejemplares
muestreados (aproximadamente una vez cada mes y medio excepto durante enero de 2012,
que las tortugas hibernaron) entre diciembre de 2011 y noviembre de 2012. Las muestras
utilizadas fueron unicamente aquellas obtenidas una vez que los especimenes retomaron sus
habitos alimenticios usuales para retratar la microbiota tras ser remodelada. Las muestras
fecales de los ejemplares fueron tomadas por la Bi6l. Monica Salmero6n, encargada del
herpetario. Las tortugas fueron colocadas en recipientes plasticos durante el dia, similar a
lo que se hizo en (10) y una vez que excretaron, las deposiciones se colocaron en tubos
Falcon estériles, para luego ser refrigerados. Las muestras refrigeradas se trasladaron al
laboratorio en hielo, donde se bafiaron en etanol absoluto, para después congelar a -20°C. A
pesar de que se obtuvieron maultiples muestras de ambos ejemplares, el analisis

metagendmico se obtuvo de una Gnica muestra de GB012.

Extraccion de acidos nucleicos

La extraccion de ADN de las muestras se realiz6 por varios métodos:
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a) Qiagen QlAamp DNA Stool Mini Kit (19)

b) Fermentas Genomic DNA Purification Kit seguido de Roche High Pure PCR

Product Purification Kit (20, 28)

c) Mo Bio UltraClean Microbial DNA Isolation Kit (29)

d) Roche DNA Isolation Kit for Cells and Tissues (30) / Roche + Qiagen QIAquick Gel

Extraction kit (31)

e) Extraccion de ADN de plantas de Dellaporta, et. al. (32)

f) Extraccion de ADN de muestras fecales de Zhang et. al. (33)

Con base en los resultados obtenidos con los demas métodos probados, a este ultimo

método se le realizaron las siguientes modificaciones:

1. El lavado con etanol se realizo en hielo, con etanol frio. La centrifugacion de la muestra

se realiz6 a 4°C.

2. Se lis6 la muestra usando nitrégeno liquido.

3. La incubacién de muestra con proteinasa K se realiz6 por 4 horas a 45°C.

4. Se llevo a cabo una extraccion usando un volumen de fenol (1:1 v/v siendo el resto de
volumen el de la muestra), se agit6 por inversion 10 minutos y se centrifugé 10 minutos a

3000 g.

5. Se hizo una segunda extraccion usando un volumen de fenol:cloroformo:alcohol

isoamilico (25:24:1 v/v); se agitd por inversién y se centrifugd igual que en el paso anterior.
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6. Se precipité el ADN usando un volumen de isopropanol 99% (en refrigeracién hasta el
momento de usarse), y se dejé precipitar la muestra por la noche a -20°C. Luego, se

centrifugd 30 minutos a 8000 g a 0°C y se decanto la muestra.

7. Se realizaron 2 lavados usando 1 mL de etanol 70%, y se dej6 a secar el pellet.

8. Se resuspendio la muestra en 30 pL de buffer TE 10/1.

9. Se incubd con 10 pl RNAsa (Img/mL).

Para evitar la presencia de residuos de Bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB)
(reconocible por una consistencia ‘jabonosa’ dejada por este detergente), se resuspendia en
100 pL de buffer TE, se sometia a una tercera extracciobn con un volumen de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1 v/v); se agitaba por inversién brevemente y
centrifugaba la muestra por 10 minutos a 16000 rpm. La muestra se precipitaba con un
volumen de isopropanol frio, y se dejaba 3 horas a -20°C. A continuacion, se centrifugaba

por 20 minutos a 16000 rpm y se decantaba.

Se tomaron alicuotas de las soluciones resultantes para realizar electroforesis en gel de
agarosa Yy para hacer andlisis de pureza y concentracion con Nanodrop. El resto del ADN

obtenido se congel6 a -20°C para su conservacion hasta ser enviado a secuenciar.

Secuenciacion

El ADN purificado de tres muestras se mando a secuenciar usando el servicio de Macrogen,
en Corea del Sur (54); sin embargo, el personal indic6 que fue imposible obtener resultados
positivos para las librerias. Una tercera muestra, perteneciente a GB012, se mand6 a

secuenciar usando la tecnologia Illumina HiSeq2500, por método paired-end, usando el
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servicio de BaseClear (46), ubicado en los Paises Bajos. La realizacion de las librerias
pareadas estuvo a cargo de esta misma empresa. Se utiliz6 medio carril de una placa para

secuenciacion.

Filtrado de datos

Se filtraron las lecturas obtenidas utilizando Sickle (48). Se considerd un valor PHRED de
25 como umbral de seleccion (pensando en no eliminar demasiadas secuencias) y se
eliminaron lecturas con homopolimeros. Ademas, se conservaron Unicamente pares

concordantes de lecturas.

Andlisis taxondmico

Se realizaron dos analisis para obtener el perfil taxondmico de la muestra:

1. Perfil taxondmico usando Kaiju. Este programa se basa en la traduccion de lecturas de
ADN a los posibles marcos de lectura y busquda de los maximos matches exactos contra
una base de datos proteica. Si se encuentran matches contra muchas secuencias en la base
de datos, se determina cual es el ultimo ancestro comun y se asigna la lectura a dicho taxon
(49). EIl conjunto de datos se sometié a caracterizacion taxondmica de acuerdo con las

especificaciones por defecto del manual (51) con la base de datos no redundante de NCBI.

2. Reconstruccion de secuencias 16S usando REAGO (52). Se ensamblaron secuencias de
16S rRNA a partir del conjunto de datos obtenido tras el filtrado por calidad de acuerdo a
las especificaciones por defecto del manual (53). Los ensambles obtenidos se utilizaron
para efectuar una comparacion con los datos de Hong et. al. (8). Se realizd una

reconstruccion de la distribucion de los datos reportados en (8) por medio de Analisis de
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Coordenadas Principales (PCoA por sus siglas en inglés) y con base en eso se realizaron
subsiguientes PCoA incluyendo los 16S rRNA de G. berlandieri. ElI PCoA fue construido
usando la funcién cmdscale del paquete base de R (50). Se tomé como entrada para la
funcion una matriz de disimilitud creada a partir de la matriz de rarefaccion de abundancia
de OTUs en las muestras. La matriz de disimilitud se construyd utilizando la funcién
vegdist del paquete vegan (71) utilizando la métrica de Bray-Curtis. Los mismos datos se

utilizaron también para la generacion de filogramas por medio de R (50) usando el paquete

ggplot2 (72).

Comparacion de méetodos

Se hizo un analisis de correlacion de Spearman entre los datos de abundancia relativa
resultantes de los analisis con Kaiju y con REAGO. Para este andlisis se utilizaron
unicamente datos de bacterias identificadas cuyo nombre fuera idéntico en ambos outputs.
Este analisis se realizdé por medio de R (50), y el grafico correspondiente se cred con el

paquete ggplot2 (72).

Andlisis funcional

Se utilizé la plataforma de anélisis metagendmico MG-RAST (45) para obtener el perfil

funcional de la muestra.
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VI. RESULTADOS

Eleccion de organismos

Las dos tortugas de las cuales se obtuvieron heces permanecieron aparentemente sanas en
el periodo entre diciembre de 2011 y noviembre de 2012, posibilitando la colecta de 11
muestras fecales de manera casi ininterrumpida (en el mes de enero las tortugas hibernaron,
por lo que no se obtuvo nada) Unicamente una vez que los especimenes se encontraban

activos.

Toma de muestra

Las heces de esta tortuga, a simple vista, son muy similares entre si. Frecuentemente, no
van acompafiadas de urea, y aun cuando ésta esta presente es facil separarle del resto de la
deposicion. Debido a que G. berlandieri es un reptil desértico, tampoco hay mucha

humedad en la muestra. EI peso de las deposiciones varia entre los 5 y 8 gramos.

Las muestras conservadas en etanol y bajo congelacion resultaron mejor
conservadas y mas Utiles (de acuerdo a la concentracion y calidad del ADN extraido de
ellas) para obtener material apto para secuenciacion genémica. La muestra de la que se
obtuvo el ADN con calidad para secuenciacion y a partir de la cual se basa este analisis
pertenecia a GB012, se obtuvo el 14 de febrero de 2012, y fue conservada en etanol y bajo

congelacién, de acuerdo a lo indicado en Métodos.

Extraccion de acidos nucleicos

Se logro extraer ADN de distintas muestras de cada individuo por los métodos previamente

sefialados. Como control se usaron muestras fecales de conejo o raton. Sin embargo, todos
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los métodos utilizados a excepcion del modificado de Zhang et. al. fallaron en extraer ADN

dado que no cubrian la cantidad y calidad suficiente para ser secuenciado (Tabla 2).

Barrido | RNAsa+| ng/uL | Secuenciable

QIAGEN Stool v v 30-75

Fermentas/Roche v v 60-130
MoBio 4 v N/A
Roche Cells and Tissues 4 v N/A

“Bamton | 7 | Y | 8
Dellaporta v v N/A
Zhang v 70-750 v

Tabla 2. Resumen de resultados de extraccion de ADN. Cada rengldn corresponde a un método de extraccién
utilizado. Las columnas representan lo siguiente: 1. Presencia de degradacion de ADN (visible como un
barrido en geles de electroforesis). 2. Uso de RNAsa para eliminar otros acidos nucleicos. 3. Concentracién
de ADN (si es que se midié) expresada como nanogramos por microlitro de solucion. 4. Indica si la muestra
fue considerada como apta para ser sometida a secuenciacion.

a) QlAamp DNA Stool mini kit

Este método (19) se basa en lisado de la muestra usando detergentes (buffer ASL —de
acuerdo al manual del kit, esta desarrollado para remover sustancias que inhiban reacciones
como la PCR). A este proceso se le denomina ‘secuestro de inhibidores’, y se logra por
medio de una tableta denominada InhibitEX y centrifugacion. Ademas, se realiza
purificacion del ADN por proteodlisis (usando proteinasa K), separaciéon del ADN via union
a una membrana de silice (QlAamp Mini spin column), lavado y elucion. Las

modificaciones a este método se encuentran en Material Suplementario.

Las muestras que se sometieron a extraccion usando este kit dieron rendimientos en
general bajos, entre 30 y 75 ng/uL a partir de 200 mg de materia fecal (usando Nanodrop).

Empero en los geles se apreciaba una mancha similar a lo que se observa cuando hay
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degradacion de ADN. Se comprobd que lo que se mostraba como barrido en el gel no fue
RNA porque la muestra se sometio a tratamiento con RNAsa en cada ocasion, y el barrido

no desaparecio al correr nuevos geles con la muestra ya tratada (Fig. 5, inciso a).

b) Fermentas Genomic DNA Purification Kit-Roche High Pure PCR Product

Purification Kit

Este método se basa en lisado de la muestra usando detergentes (solucion de lisis del kit de
Fermentas) (28), extraccion organica usando cloroformo, eliminacion de ARN, y
purificacion del ADN de acuerdo al manual del kit de Roche (20), via union a una
membrana de fibra de vidrio (High Pure Filter Tubes), lavado y elucion. Para una

descripcion mas completa, ver Material Suplementario.

Las muestras sometidas a este método sufrieron degradacién de ADN. Este
tratamiento dio rendimientos superiores en cuanto a concentracion, con valores de entre 60

y 130 ng/uL a partir de 100 mg de materia fecal (Fig. 5, inciso b).

c) MoBio UltraClean Microbial DNA Isolation Kit

Este método (29) se basa en lisado de la muestra con una combinacion de calor, detergentes
y fuerzas mecanicas, precipitacion de proteinas y separacion del ADN por medio de union a

una membrana de silice (Mini spin filter), lavado y elucion.

Las muestras obtenidas por este método de extraccion tambien sufrieron de una
seria degradacion. A partir de este punto, se decidié no tomar mediciones de concentracion

a menos que se juzgase que la integridad del ADN era suficiente (Fig. 5, inciso c).

d) Roche DNA lIsolation Kit for Cells and Tissues
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Este método (30) se basa en lisado de la muestra usando detergentes, protedlisis usando
proteinasa K, eliminacion de ARN, precipitacion de proteinas, separacion del ADN por
precipitacion, lavado y elucion. Las modificaciones a este método se encuentran en

Material Suplementario.

Las muestras también sufrieron de barridos (Fig. 5, inciso d).

Roche + QIAquick Gel Extraction kit

Este método (31) se basa en la escision del fragmento de ADN de interés embebido en gel
de agarosa, disolucion del gel, y separacion del ADN por medio de unién a una membrana

de silice (QIAquick Column), lavado y elucién.

Debido a que se obtuvo lo que parecia una mayor cantidad de ADN en los geles con
aislados resultantes del kit de Roche, se procedi6 a tomar el total de ADN vy a aislarlo de
banda usando el QIAquick Gel Extraction kit. Si bien se logré obtener ADN aislado y libre
de degradacion por esta via, la concentracion de ADN que se obtuvo fue de 8 ng/uL. Esto
hubiera hecho necesaria una gran cantidad de ensayos para obtener la cantidad de material

necesario para realizar la secuenciacion.

e) Protocolo de Dellaporta et. al.

Este método (32) se basa en lisado de la muestra con una combinacién de temperatura,
detergentes y fuerzas mecanicas, precipitacion de proteinas y separacion del ADN por

precipitacion, lavado y elucion.

Este método tampoco estuvo exento de dar como resultado ADN degradado.
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Fig. 5. Ejemplos de electroforesis en gel de agarosa de ADN extraido por distintos métodos. a) Ql1Aamp DNA
Stool mini kit. b) Fermentas Genomic DNA Purification Kit-Roche High Pure PCR Product Purification Kit.
¢) MoBio UltraClean Microbial DNA Isolation Kit. d) Roche DNA Isolation Kit for Cells and Tissues.

f) Protocolo de Zhang et. al.

Este método (33) se basa en lavado de la muestra (usando etanol) lisado usando
detergentes, secuestro de inhibidores con almidon de papa, un lavado adicional con
detergentes, extraccion organica y precipitacion del ADN. Es necesario hacer énfasis en
que el protocolo original, en lugar de precipitar el ADN, lo extraia usando una membrana

de silice.

Usando este método se obtuvieron los mejores resultados. Adn al utilizar muestras
Unicamente congeladas (cuya conservacion es menos buena), se obtuvieron barridos
significativamente inferiores comparados con el ADN aislado usando los otros métodos.
Para la muestra conservada en etanol y congelada, el barrido se elimind por completo, de
acuerdo a lo que se puede observar en gel de agarosa (Fig. 6). La concentracién de ADN,
sin embargo, fue muy variable, incluyendo valores entre 70 ng/uL y 750 ng/uL a partir de

500 mg de materia fecal.
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Fig. 6. Ejemplo de electroforesis en gel de agarosa de ADN extraido (carril derecho) usando el método de
Zhang et.al. modificado. Se muestra el marcador de peso molecular (carril izquierdo).

Secuenciacion

Se realizaron dos intentos de secuenciacién con muestras obtenidas por el método de
Zhang et. al. usando los servicios de la empresa sudcoreana Macrogen (54). El personal
indicé que fue imposible obtener resultados positivos para las librerias. Es importante
indicar que, a pesar de que las muestras enviadas cumplian con los estdndares de
concentracion, cantidad total y pureza de la muestra estipulados por dicha empresa, la
medicion obtenida con Nanodrop fue en muchas ocasiones significativamente distinta de la
obtenida por el método fluorométrico que utiliza el personal de la unidad de secuenciacion

de esta empresa para analizar la muestra.

En vista de la imposibilidad de obtener datos de secuenciacion por ese medio, se
decidié enviarla a BaseClear BV (46), empresa holandesa. Como se indic6 anteriormente,
el ADN enviado a esta empresa fue obtenido en febrero de 2012 y correspondia a GB012,

el ejemplar de 6 afios de edad. Las librerias pareadas se hicieron exitosamente, y se
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procedid a secuenciar usando la plataforma HiSeq2500 de Illumina. Como resultado de la
secuenciacion se obtuvieron 2 archivos FASTQ, sumando 169,943,724 lecturas con un

contenido de G/C promedio de 52% Yy longitud promedio de 99 pb.

Filtrado de datos

87.64% de las lecturas fueron conservadas tras el filtrado de datos. Esto indica que la
calidad de las secuencias obtenidas fue, en términos generales, muy alta. Este conjunto de

datos fue utilizado como base para los anélisis subsiguientes.

Analisis taxondmico

Se realizaron dos anélisis taxondémicos sobre los datos metagendémicos filtrados. El
primero, Kaiju, utiliza un enfoque independiente de ensamblado y se basa en la
comparacion entre secuencias de aminoécidos y una base de datos (49) (NR de NCBI en
este caso). El segundo método se basa en la reconstruccion (ensamblado) de genes de 16S
rRNA a partir de las lecturas metagendmicas utilizando informacion de secuencia y de

conservacion estructural (52).

1. Perfil taxonémico usando Kaiju

El analisis taxondmico arrojé que 0.84% de las secuencias identificadas pertenecen al
dominio Eukarya, 1.26% a Archaea y 49.79% a Bacteria (Fig. S. 5). La comunidad viral
estd minimamente representada (0.06%) (Fig. S. 3). Resulta notable que el 47.86% para la

clasificacion corresponde a organismos no identificados.
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Eukaryota

El grueso de los organismos eucari6ticos identificados por Kaiju corresponde a Fungi (Fig.
7). Dikarya, un subreino de Fungi, representa 0.9% de las muestras identificadas. Estudios
previos sobre diversidad en reptiles herbivoros no mencionan datos con este respecto.
Ademas, se encuentran secuencias asignadas a Ophistokonta, es decir, a un grupo que
contiene especies pertenecientes tanto a Fungi como a Metazoa (56). Resulta notable que

no se identificaron secuencias correspondientes a Animalia.

Archaea

Al igual que en el estudio sobre iguana verde, marina, terrestre y tortuga Galapagos (8), se
encontraron Arqueas metandgenas en la muestra. Methanobrevibacter es el género mas
representado (0.89%). Los géneros Methanosarcina (0.25%) y Methanocorpusculum
(0.008%) también se identificaron (Fig. 8). Resulta interesante que tanto la proporcion
encontrada de Arqueas (1.26% para G. berlandieri contra 0.1-0.2% de las muestras de los 4
reptiles recién mencionados) como la presencia de Methanobrevibacter presentan
diferencias entre ambos trabajos. La tortuga Galapagos no muestra presencia de este género
(8), sino un dominio de Methanocorpusculum, mientras que el galdpago tamaulipeco se
asemeja mas a las iguanas terrestres (8), con dominancia de Methanobrevibacter y una

pequefia proporcion de Methanocorpusculum.



Fig. 7. Eucariontes identificados con Kaiju. Notese ausencia de reino Animalia.
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Fig. 8. Arqueas identificadas por Kaiju.
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La comunidad bacteriana fecal identificada de G. berlandieri se acopla a la generalidad

hasta ahora caracterizada para tetrapodos (5, 8, 13, 44). Esta comprende principalmente

Firmicutes (57.21%) y Bacteriodetes (11.05%) (Fig. 10). A nivel de clase, la comunidad

bacteriana en G. berlandieri esta claramente dominada por Clostridia. Synergistia, la

segunda clase méas abundante para el galapago tamaulipeco, es mucho menos conspicua de

acuerdo a Hong, et. al., excepto en las muestras de su analogo de las Galdpagos (8) (Tabla

3, Fig. 9).
Clase Abundancia % (total de Abundancia % (se:c_uencias bacterianas
secuencias) identificadas)
Clostridia 20.93 43.80
Sinergistia 3.82 7.99
Bacilli 2.65 5.55
Bacteroidia 2.56 5.36
Gammaproteobacteria 1.97 4.12
Actinobacteria 1.71 3.58
Deltaproteobacteria 1.1 2.30
Alphaproteobacteria 1 2.09
Methanobacteria 0.91 1.90
Negativicutes 0.84 1.76

Tabla 3. Las diez clases bacterianas mas abundantes en G. berlandieri.
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Fig.9. Las diez clases bacterianas mas abundantes en las heces de G. berlandieri de acuerdo a Kaiju.

Las similitudes se extienden igualmente a que Clostridiaceae y Ruminococaceae
conforman las familias Clostridiales mas abundantes (identificadas) en los reptiles

herbivoros reportados (8).

A nivel género, los cinco méas abundantes son Clostridium (Firmicutes) con 4.79% —
la Unica especie bacteriana identificada cuya abundancia supera al 1% del total de
secuencias (1.51%), Clostridium sp. CAG:1024, pertenece a este género—, Ruminococcus
(Firmicutes) con 1%, Eubacterium (Firmicutes) con 0.85%, Methanobrevibacter
(Archaea) con 0.79%, Bacteroides (Bacteroidetes) con 0.69% Yy Pyramidobacter

(Synergistetes) con 0.68%.



Fig. 10. Bacterias identificadas por Kaiju en heces de g. berlandieri.
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2. Reconstruccion de secuencias 16S rRNA con REAGO y comparacion con la diversidad

de otros reptiles herbivoros.

Dadas las interesantes semejanzas Y diferencias en la microbiota entre las distintas especies
analizadas, se efectud una reconstruccion de secuencias de 16S rRNA para poder comparar
mas claramente nuestros resultados contra los reportados (8). Las relaciones entre los datos
analizados en iguanas y tortuga Galapagos se replicaron exitosamente Analisis de
Coordinadas Principales, que se usé como referencia para hacer otros dos PCoA incluyendo

la muestra.

D Amblyrynchus cristatus
I:I Conolophus subscristatus
D Geochelone nigra

D Gopherus berlandieri

PC02(84‘7()2
o &
fm o
H
]

. Iguana iguana

to

L0

-0.50 -0.25 0.00 0.25
PCol(41.63%)

Fig. 11. Andlisis de componentes principales 1 y 2 (A. cristatus = iguana marina, C. subcristatus = lguana
terrestre, G. nigra = tortuga Galdpagos, G. berlandieri = galapago tamaulipeco, I. iguana = iguana verde).
Los datos correspondientes a todo reptil excepto G. berlandieri se obtuvieron tras contactar a la autora de (8).
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Las coordenadas 1 y 2 recapitulan las diferencias en las comunidades microbianas
para las distintas especies sefialadas. El primer detalle notable en este analisis resulta de
observar los agrupamientos por especie, que sugieren la existencia de una composicién
microbiana particular a cada una de éstas. Ademas, la coordenada 1 (fig. 11, eje horizontal)
muestra una division entre las iguanas marinas (a la derecha, verde claro) y el resto. Esta
division da cabida a la inferencia (probada para otros animales) (5) de que aquellos
organismos con dietas similares compartirin mas elementos de su microbiota. Es
importante mencionar que la iguana marina es ficovora (es decir, se alimenta de algas),
mientras que el resto de los organismos estudiados son herbivoros. Es posible descartar que
el origen —silvestre 0 no— constituya ninguna de las dos coordenadas, pues de ser asi
existiria una segregacion severa entre el ejemplar de G. berlandieri (que no es silvestre) y
el resto de las muestras. Del mismo modo, las diferencias metodoldgicas entre este estudio
y el de Hong et. al. (8) seguramente no recapitulan esta segregacion, pues también seria
claramente distinguible una distancia entre las muestras obtenidas por amplificacion de
genes 16S rRNA (el caso de las iguanas Y la tortuga Galapagos) y la muestra obtenida por

whole shotgun sequencing, que corresponde a G. berlandieri.
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Fig. 12. Anélisis de coordenadas principales 2 y 3 (A. cristatus = iguana marina, C. subcristatus = lguana
terrestre, G. nigra = tortuga Galdpagos, G. berlandieri = galdpago tamaulipeco, I. iguana = iguana verde).
Los datos correspondientes a todo reptil excepto G. berlandieri se obtuvieron tras contactar a la autora de (8).

El componente 3 (Fig. 12, eje vertical) muestra también una segregacion, pero en este
caso de la muestra del galdpago tamaulipeco. En este caso si cabe la posibilidad de que este
componente esté recuperando las diferencias en el origen, metodologia, o incluso as
diferencias entre la cantidad de bacterias no clasificadas entre las muestras de (8) y la
muestra de galdpago tamaulipeco. Es interesante que las muestras correspondientes a las
tortugas Galdpagos se segregan de aquellas de iguanas y de la muestra de G. berlandieri
(Figs. 11 y 12, coordenada 2). Esto muestra que se requiere mas informacion para poder

obtener una comprension mas profunda respecto a los factores que influyen sobre la
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capacidad para comparar de forma efectiva la diversidad microbiana para organismos

relativamente emparentados con habitos alimenticios similares.

Se realizaron filogramas para comparar en forma visual los perfiles taxonémicos para
las microbiotas fecales de estos reptiles a nivel de phylum (Fig. 13). Es inmediatamente
notable que, a diferencia del resto de las muestras, la correspondiente al galdpago

tamaulipeco posee una proporcion notable de bacterias no clasificadas.

Comparacion de métodos

Se realiz6 un andlisis de correlacion de Spearman para evaluar la congruencia entre los
resultados obtenidos de abundancia relativa utilizando Kaiju y REAGO (Fig. 14). Debido a
gue REAGO unicamente ensambla y clasifica secuencias correspondientes a genes de 16S
rRNA, Unicamente se utilizaron los datos de bacterias arrojados por Kaiju. Ademas, en
vista de que cada método utiliza distintas bases de datos, (nicamente se consideraron las

bacterias cuyo nombre era idéntico para los resultados de ambos programas.

El coeficiente de correlacion fue 0.79%. Esto quiere decir que, a pesar de las
diferencias entre ambos métodos, las abundancias relativas para las bacterias encontradas
son similares. Resulta interesante que en términos generales, las diferencias caen en la
categoria de que Kaiju encontré mayor abundancia relativa que REAGO. Cabe mencionar
que, entre los datos mas divergentes, la mayoria pertenecen al phylum Proteobacteria. Estas
diferencias podrian deberse a que exista una anotacion mas completa de genes 16S rRNA
en comparacion con la anotacion de genes en general, misma que se veria reflejada en bases

de datos.
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Fig. 13. Filograma para los individuos muestreados por Hong et. al. incluyendo a G. berlandieri (doble
asterisco). Las tortugas estdn marcadas con asterisco, y los recuadros de colores representan a cada especie
(turquesa = iguana marina, coral = lguana terrestre, azul = tortuga Galapagos, amarillo = galapago

tamaulipeco, verde = iguana verde).
obtuvieron tras contactar a la autora de (8).

Los datos correspondientes a todo reptil excepto G. berlandieri se

Relacién entre grupos taxonémicos de Kaiju y REAGO (abundancia relativa)
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Bacteria; p__Actinobacteria; c__Actinobacteria
Bacteria: p__Bacteroidetes: ¢__Bacteroidia

Bacteria: p__Chloroflexi; ¢__Anaerolineae

Bacteria; p__Deferribacteres; c__Deferribacteres
Bacteria; p__Firmicutes; c__Bacilli
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Bacteria: p__Planctomycetes: ¢__Phycisphaerae
Bacteria; p__Proteobacteria; ¢__Alphaproteobacteria
Bacteria; p__Proteobacteria; ¢ Betaproteobacteria
Bacteria; p__Proteobacteria; ¢__Deltaproteobacteria
Bacteria; p__Proteobacteria; c__Epsilonproteobacteria

Bacteria; p__Proteobacteria; c__Gammaproteobacteria

_Bacteria; p__Synergistetes; c__Synergistia
_Bacteria; p__Tenericutes; ¢__Mollicutes

Bacteria; p__Verrucomicrobia; c__Opitutae
Bacteria: p__Verrucomicrobia; ¢__Spartobacteria
Bacteria; p__Verrucomicrobia; c__Verrucomicrobiae

Fig. 14. Relacion entre grupos taxonémicos obtenidos con Kaiju y REAGO (con base en su abundancia
relativa). El coeficiente de correlacion es de 0.79, indicando correspondencia entre los resultados arrojados

por ambos métodos.

Analisis funcional

MG-RAST ofrece una suite de andlisis funcional con la cual se anotaron diversas proteinas

y se asociaron a categorias basadas en COG y SEED (45). A través de esta plataforma se

predijo la existencia de 1,929,485 proteinas, de las cuales el 58.17% correspondio a

proteinas anotadas con funcién conocida y 36.08% a proteinas anotadas cuya funcion se



41

desconoce. De acuerdo a COG, el 82.7% de las proteinas anotadas fue caracterizado
apropiadamente. En orden, metabolismo (39.54%), procesamiento y guardado de
informacion (24.16%) y procesos y sefializacion celulares (18.98%) ocuparon los niveles
mas generales de la categorizacion. El 17.33% de las proteinas anotadas se consideraron

‘pobremente caracterizadas’.

De acuerdo a SEED, metabolismo de proteinas (10.76%) y carbohidratos (10.06%)
son las categorias caracterizadas mas representadas. Otros subsistemas agrupados por
clustering ocuparon el 16.91%. Dichos subsistemas corresponden a genes que estan
acoplados funcionalmente (es decir, que se encuentran en un mismo vecindario genético en
distintas especies, por lo que se considera probable que posean funciones relacionadas)
pero cuya funcion se desconoce; el clustering se refiere a la colocalizacion geénica
conservada para inferir funcién). Vitaminas, cofactores, grupos prostéticos y pigmentos
ocuparon un 5.39%, y metabolismo del nitrégeno 0.8% de las proteinas identificadas (Fig.

15).
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Subsistemas basados en clustering - 195,610 (16.91%)
Metabolismo proteico - 124,510 (10.76%)
Carbohidratos . 116,399 [10.06%)
Miscelaneo-91,136 (7.88%

Aminoacidos ysus derivados-91,918 [7.86%)
Metabolismo de ADN-73,161 [5.32%)

Metabolismo de ARM - 64,683 (5.59%)

Cofactores, vitaminas, grupos prostéticos, pigmentos - 62,3
Pared celular-44,517 [3.85%)

MNucledsidos y nucedtidos - 40,853 (3.53%)

Transporte de membrana - 34,199 (2.96%)

Virulencia, enfermedad y defensa - 30,818 (2.66%)
Respiracion- 26,725 [2.31%)

Aridos grasos, lipidos e isoprencides - 24,627 [2.13%)
Respuesta a estres-24,261 (2.10%)

Fagos, profagos, elementos transponibles, plasmidos

Divisiony ciclo celular- 20,335 [1.76%)

Fig. 15. Categorias funcionales basadas en proteinas anotadas de SEED.

1. Metabolismo proteico

Los procesos biosintéticos de proteinas dominan el paisaje funcional para metabolismo
proteico (69%); el procesamiento, modificacion, doblado y la produccion de
selenoproteinas comprenden otro 19% de las secuencias (9%, 8% y 3% respectivamente);
se sabe que existen diversos microorganismos que usan selenoproteinas, como los

Clostridiales (77). La degradacion proteica ocupa el 12% restante.

En lo que a biosintesis respecta, 80% de los genes encontrados corresponden a
proteinas relacionadas con la traduccion del ADN, principalmente bacteriana. EI 20%
restante pertenece a GTPasas universales, dominando el factor de elongacion G (21%). Por

otra parte, en lo que a degradacion respecta, 57% de los genes fueron categorizados como
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pertenecientes a protedlisis bacteriana dependiente de ATP, seguido de 24% para el
proteosoma bacteriano. EI 19% restante pertenece principalmente a proteasas, de las cuales

menos de 1% se categoriza explicitamente como eucariética o de arqueas.
2. Carbohidratos

El 29% de las secuencias en la categoria carbohidratos pertenecen al metabolismo central
de los mismos; 11% a monosacaridos; 20% a metabolismo de un carbono, di y
oligosacaridos (11% y 9%, respectivamente); 9% a fijacion de CO,; 7% a fermentacion;
4% a polisacaridos y el resto a otros compuestos, incluyendo acidos organicos,
aminoazucares, glucésido hidrolasas y alcoholes. Cabe mencionar que 10% de las lecturas

no fueron categorizadas.

El 38% de las secuencias en metabolismo central de carbohidratos pertenecen a
glucolisis y gluconeogénesis; de éstas, una pequefia fraccion representa enzimas de
Arqueas. El 12% corresponde a reacciones anapleréticas y 11% de las secuencias
pertenecientes a ‘metabolismo central de carbohidratos’ forman parte de la via de Entner-
Douduroff, que es exclusivamente procaridtica. El 8% cae en la categoria de la via de la
pentosa-fosfato; 7% en el Ciclo de Acidos Tricarboxilicos y el resto en metabolismo de
piruvato y otros compuestos. Un 90% de las secuencias no categorizadas fueron descritas

como parte de las vias de utilizacion de azucares en Thermotogales (Fig. 16).



smo central de carbohi

Fig. 16. Categorias funcionales anotadas sobre carbohidratos usando SEED.

Metabolismo de metilglioxal 1%

Interconversion glicolato glioxilato 0.7%

Dihidroxiacetona cinasas 0.6%

Operon hprK y HPr cinasa en organismos Gram positivos 0.6%
Vias de catabolismo de glucosa periférica 0.5%

Asimilacion C2 por via de etilmalonil-CoA 0.2%
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En lo que a fermentacion respecta, 22% de las secuencias se anotaron como parte de la via
de fermentacion de Acetil CoA Butirato; 20% a sintesis de acetona, butanol y etanol; 16% a

la biosintesis de butanol; 13% de fermentacién a lactato, y 30% a otros acidos.

El 81% del metabolismo de polisacéridos pertenece a glucogeno. EI 12% corresponde
al celulosoma, un complejo de enzimas que permite a diversas bacterias degradar celulosa.
El 98% de las secuencias que cayeron en esta categoria pertenecen a la enzima
ramificadora de 1,4-alfa-glucano, necesaria para acumulacion de glucdgeno. El 2.4%
corresponden a proteinas de la familia Sus (SusG -alfa-amilasa, 1%- SusA -
Neopululanasa, 0.4%— y SusR — proteina regulatoria). Finalmente, 0.4% pertenece a la

endoglucanasa J, el componente catalitico mas grande del celulosoma.

3. Aminoéacidos y sus derivados

El 98.8% de las secuencias categorizadas como pertenecientes a aminoacidos y sus
derivados (e incluye tanto biosintesis como degradacion), corresponde a alanina, treonina,
metionina y cisteina (34%); arginina, poliaminas, y ciclo de la urea (18%); alanina, serina y
glicina (11%); aminoacidos de cadena ramificada (9%); glutamina, glutamato, aspartato,
asparagina y asimilacién de amoniaco (10%); aminoacidos aromaticos y sus derivados

(10%); metabolismo de histidina (6%); prolina e hidroxiprolina (0.8%).

El 68.2% de las secuencias relacionadas con lisina, treonina, metionina y cisteina son
biosintéticas, mientras 31% estan asignadas a degradacion y 1% para reciclaje de
metionina. Por otra parte, 45% de los genes relacionados con alanina, serina y glicina son
biosintéticos; el 40% tienen relacion con utilizacion de glicina y serina y el 15% con

catabolismo de glicina.
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Las secuencias relacionadas con arginina, poliaminas, y ciclo de la urea pertenecen
principalmente al metabolismo de arginina y ornitina (68%); 20% al metabolismo de
poliaminas; 3.7% a descomposicion de urea y ureasas y 32.8% a utilizacion de otros
compuestos. En lo que a metabolismo de poliaminas respecta, el metabolismo de putrescina
y espermidina son los dos procesos mas abundantes (44.6%), seguidos por carbamato

cinasas (16%).

Del porcentaje correspondiente a descomposicion de la urea y ureasas (0.5% de las
secuencias categorizadas entre aminoacidos y sus derivados), 31% pertenece a la subunidad
alfa de la ureasa, pero también se encontraron lecturas correspondientes a las subunidades
beta y gamma, que componen las ureasas bacterianas. También se incluyeron
transportadores de la familia Urt y miembros de la familia Ure, necesarios para la

activacion de la ureasa.

4. Vitaminas y cofactores

El 56% de las secuencias se asignaron a la categoria de folatos y pterinas; 12% a NAD y
NADP; 9% a biosintesis de tetrapirroles; 7% a biosintesis de piridoxina; 4% a biosintesis
de coenzima A, 4% de biotina, 3% de tiamina, 1% de riboflavina, FMN y FAD, vy el resto a
la produccion de otras coenzimas. Estos descubrimientos concuerdan con nociones ya
publicadas sobre el rol de la microbiota en la expansion de las capacidades metabdlicas de

los hospederos (67).
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5. Virulencia y defensa

El 81% de los genes en esta categoria son de resistencia a antibidticos y compuestos
toxicos; 2% de deteccion; 8% no poseen categoria; 5% de adhesion; 3% de invasion y 0.8%

de bacteriocinas, péptidos antimicrobianos, toxinas y superantigenos.

El 23% de las lecturas relacionadas con resistencia antibioticos representan
resistencia a fluoroquinolonas; 12% a cobalto, zinc y cadmio, cuya presencia podria
responder a que existe contaminacion con metales pesados en verduras (74); 17% son
bombas de eflujo de farmacos, y el 48% a resistencias relacionadas con metales, otras

bombas de eflujo o resistencias particulares de clados como Staphilococci.

Las secuencias correspondientes a la categoria deteccion fueron asociadas a datos de
MLST. En lo que compete a los genes de adhesién, 67% estdn relacionados con
Streptococcus, Campylobacter, Staphylococcus, y Enterobacterias. Los genes relacionados

con invasion pertenecen al Listeria.

5. Metabolismo de nitrogeno

El 56% de las lecturas caen en la categoria de asimilacion de amoniaco; 23% en estrés
nitrosativo; 7% en utilizacion de alantoina; 6% en amonificacion de nitratos y nitritos; 4%
en fijacion de nitrogeno, y el resto en desnitrificacion, nitrilasas, sintesis de 6xido nitrico, y

amidasas (Fig. 17).

Glutamino y glutamato sintetasas son las principales proteinas contra las que se
encontraron secuencias relacionadas con asimilacion de amonio (63.57%); en lo que a

estrés Nitrosativo se refiere, 83% de las lecturas corresponden a hidroxilamina reductasas;
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3.7% estan relacionadas con reductasas de 6xido nitrico (ya seareguladores o las reductasas

en si), y el resto corresponde a oxidorreductasas o proteinas o caracterizadas (Fig. 14).

En cuanto a fijacion de nitrogeno, 40% de las secuencias corresponden a cistein
desulfurasas (NifS); 18% a homocitrato sintasas; 32.1% a miembros de la familia nif (12%
NifU, 7% NifA, 4% NifB, 3% NifH, 3% NifD, 2% NifX, 2% Nifg, 1% NifM, 0.7% NifZ,
0.4% NifT), y el resto a subunidades de nitrogenasas hierro-hierro y vanadio-hierro (VnfA

0.7%, VnfH 00.4%).



Hidrdlisis de cianatos 1%

Desnitrificacién 0.9%

Oxido nitrico sintasa 0.1%

Funciones unidas de amidasa con hidratasa de nitritos y urea 0.08%

Fig. 17. Abundancia de genes en la categoria de metabolismo de nitrégeno.

Nitrilasa 0.01%
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VII.  DISCUSION

Sobre el impacto de los métodos de extraccion de acidos nucleicos

Las diferencias en la concentracion de ADN obtenida usando el Kit de Qiagen, los Kits de
Fermentas-Roche, Mo Bio y Roche son notables, al igual que aquellas obtenidas usando los
protocolos encontrados en la literatura. A pesar de que el kit de Qiagen esta pensado para
usarse con muestras fecales (21), deben existir sustanciales diferencias en la composicién
de las deposiciones de animales omnivoros y herbivoros que disminuyen drasticamente la
calidad del producto al momento de realizar la extraccion; este problema ha sido planteado

anteriormente al comparar los resultados obtenidos por distintos métodos (11).

Debido a que los métodos empleados para realizar extracciones pueden en potencia
extraer preferentemente ADN de determinados clados, se habia planteado realizar las
extracciones usando el kit de Qiagen y el protocolo de Fermentas-Roche, que ha dado
buenos resultados en intestinos de insectos (Servin, L. comunicacion personal).
Lamentablemente, el ADN que se aislé usando estos métodos no cumplié con los
requerimientos para ser secuenciado. A raiz de esto se incluyd entre los objetivos del
presente proyecto el desarrollar un protocolo que permitiese obtener ADN con las

caracteristicas requeridas.

Se probaron extracciones usando el kit de Mo Bio, debido a que ha dado buenos
resultados en trabajo con artropodos (Bolafios, L. comunicacion personal) y tedricamente
esta disefiado para optimizar el aislamiento de ADN microbiano. Este Kkit, no obstante, toma
como muestra normalmente células microbianas de cultivo. Esto justifica que el resultado
obtenido haya sido pobre, y alimenta la nocién de que es indispensable hacer una limpieza

de la muestra previa a la lisis, asi como extremar precauciones una vez que se ha realizado
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ésta. Los resultados obtenidos con el protocolo de extraccion de ADN usando el kit de
tejidos de Roche modificado por Marco Antonio Rogel (comunicacion personal) dieron
fuerza a lo que sugerian los resultados previos. Aunque realizar dos extracciones con
solvente organico resultd de gran utilidad, estos resultados sugieren entonces que no todos
los compuestos presentes en las heces son miscibles en solventes organicos. Ademas,
algunos de estos compuestos podrian tener actividad similar a la de nucleasas, pues se pudo
observar la persistencia de material genético degradado (como barridos en geles de
electroforesis). Otra posibilidad que se plante6 es que la concentracidn de polisacaridos en
la materia fecal de estos reptiles fuese tan alta que una fraccién de éstos se eluyese con el
ADN, generando lecturas erroneas en los instrumentos, y quizas también afectando los
geles. En adicion a esto, los resultados fueron de particular interés porgque aparentemente se
obtenia una buena cantidad de ADN mas integro, aunque el barrido que se observaba era
notable. Debido a esto, se intentd obtener el ADN de mayor integridad realizando una
extraccion de banda con el kit QiaQuick de Qiagen, con éxito parcial, pues se perdid una

gran cantidad de ADN en el proceso.

La presencia de polisacaridos no es Unicamente nociva por las razones antes
expuestas; éstos también son inhibidores de distintas reacciones, como la PCR (34). Por
esto se utilizé a continuacion un método para extraccion de ADN de plantas (32), dado que,
por su naturaleza, estas muestras deben ser liberadas de carbohidratos complejos presentes,
por ejemplo, en la pared celular. En este método se realiza Unicamente una extraccion
usando fenol: cloroformo: alcohol isoamilico, y se usa acetato de potasio para precipitar
proteinas y demas compuestos que se unen a los detergentes presentes en el buffer de

extraccion. Empero, dado que la degradacion de ADN no se evitd, concluimos que
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probablemente la muestra presente ambas caracteristicas: contiene altas concentraciones de
compuestos que influyen en el decaimiento de la integridad de la muestra, entre ellos
nucleasas, compuestos no enzimaticos con actividad de nucleasa y carbohidratos
abundantes. Esto tiene sentido si se considera que la muestra es en realidad el producto de
digestion de un organismo y el arsenal enzimatico requerido para degradar los alimentos es
alto. Ademas, en el proceso de digestion se necesitan jugos gastricos que seguramente
pueden permanecer en concentraciones aun no determinadas en la materia fecal. Aunado a
esto, los reptiles (incluyendo G. berlandieri) son poco eficientes para degradar los

carbohidratos complejos que se encuentran en su dieta (17).

Al buscar en la literatura un protocolo que incluyese pasos para eliminar
carbohidratos y compuestos relacionados con la digestion, el protocolo de Zhang pareci6
cubrir estos requerimientos. A lo largo del proceso de extraccion, se agregan a la muestra
tres detergentes distintos, entre ellos CTAB. Ademés se usa almidon de papa para

secuestrar bilirrubina (35, 36).

La inclusion de este paso resultd de particular interés porque el kit para extraccion
de muestras fecales de Qiagen incluye el uso de tabletas cuya funcidon es “absorber
inhibidores” (19). El comportamiento del almidon de papa se parece notablemente al
observado con las tabletas del kit de Qiagen. Ante el resultado positivo al hacer
extracciones con solventes organicos mas de una vez, y tras hacer pruebas con fenol, fenol:
cloroformo: alcohol isoamilico y cloroformo, se incluyé en el protocolo una primera

extraccion con fenol, seguida de una con fenol: cloroformo: alcohol isoamilico.
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Otro fendmeno de interés fue que al resuspender la muestra, se podia apreciar una
coloracion café de intensidad variable. Aln tras realizar las extracciones con solventes
organicos repetidamente, no se logré eliminar esta condicion. Con protocolos que
aprovechaban columnas cromatogréaficas para aislar el ADN result6 inferior el secuestro de
los compuestos que dan color a la muestra, al menos comparado con lo que se obtenia por
precipitacion, por lo que preferimos aislar el ADN realizando precipitacion con isopropanol
frio. El uso de CTAB probd ser sumamente Util en este paso. Ademas de las propiedades
antes mencionadas, su uso en conjuncion con los demas reactivos dio por resultado ADN
mas limpio que otras muestras, si bien no en todos los casos se libero6 al precipitado de una

pequefia fraccion de color oscuro.

Un factor adicional que parece jugar un papel importante es la forma en que se
conserva la muestra. Las muestras conservadas en etanol y en frio dieron mejores
resultados en lo que a integridad de ADN respecta al compararse con las muestras que s6lo
estan congeladas, aln si se les somete a extraccion con el mismo protocolo. Esto también
ha sido revisado previamente en la literatura (37). Las muestras conservadas en etanol
pronto liberan compuestos que confieren color al etanol en que estdn embebidos. Esto
podria ser un factor que ayuda a mejorar calidad de las extracciones realizadas asi como la
confiabilidad de las mediciones de concentracion, pues la muestra ya estd parcialmente
libre de compuestos que pudiesen afectar la integridad del ADN. Valdria la pena realizar
una comparacion de resultados empleando el kit de Mo Bio utilizado en (8) para poder
realizar inferencias mejor sustentadas con respecto a los sesgos y limitaciones en los

métodos de extraccion.
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Finalmente, muchas diferencias entre qué tan eficaz es la extraccion recaen en que
distintas muestras (Figs. 5 y 6) poseen caracteristicas distintas. Esto se traduce en
variaciones en peso, solidez, y consistencia, pudiendo ser arenosa, viscosa, 0 semejante a
lodo. A su vez, esta diversidad morfologica seguramente responde a cambios en la acidez,
concentracion de acidos biliares, y otros factores no analizados. Cabe mencionar que las
diferencias en rendimiento también son notables para muestras que, visualmente, poseen
caracteristicas similares. Las diferencias observadas en, por ejemplo, la pureza de la
muestra en lo que a color se refiere podrian ser un reflejo de estas diferencias entre diversas

deposiciones tanto a través del tiempo para un individuo como entre individuos distintos.

Sobre la caracterizacién de la diversidad microbiana en heces de G. berlandieri

Los sesgos en la caracterizacion completa de las microbiotas de distintos organismos son
comunes y poseen distintas fuentes. Diferencias en la alimentacion, niveles de estrés e
historia de vida se encuentran entre las abundantes variables que suponen un reto para
interpretar los datos resultantes de todo estudio metagendmico. A éstas limitantes se afiaden
aquellas asociadas a los distintos métodos utilizados para caracterizar y comparar los datos
obtenidos, desde errores en la secuenciacion hasta fallas en la curacion de anotaciones de
genes en bases de datos. Todos estos elementos deben tenerse en cuenta si se espera

comprender qué factores afectan en qué medida a la conformacién de la microbiota.

1. El sesgo de muestreo

Un sesgo que es indispensable discutir para efectos de este trabajo es que toda conclusion a
la que se pueda llegar recae sobre una Unica muestra obtenida de GB012. Como se indico

previamente, GB012 es una hembra que al tiempo del muestreo tenia seis afios de edad, se
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encontraba sana no consumia ninguna especie de suplemento; ademas, la muestra utilizada
se obtuvo en condiciones de alimentacion constante, pensando en evitar retratar la

microbiota en estado de ayuno.

El herpetario que aloja a GB012 provee condiciones que le permiten un sano
desarrollo, pero es imposible ignorar que esta tortuga no estd expuesta a un ambiente

comparable con el que encontraria un individuo silvestre de su misma especie:

a) No se encuentra aislada de otros miembros de su especie ni de otras especies de
reptil (aunque posee un terrario propio, éste se encuentra junto a los de otros

animales).

b) Su alimentacion no es idéntica a la que tendria un galdpago tamaulipeco silvestre.

C) Las condiciones climaticas del herpetario no se asemejan a aquellas del norte de

México; esto se traduce en tiempos distintos de hibernacién y estivacion.

Aungue se ha visto que en el caso de multiples especies de mamifero no existen
diferencias significativas en la composicion de la microbiota cuando los sujetos de estudio
son silvestres contra cuando estan en cautiverio (5), esto podria no ser extensible para los

reptiles, como es el caso del aligator americano (44).

A pesar de que los datos en términos generales se acoplan a lo esperado tanto para
un estudio reptiliano como para uno en tetrapodos, resulta mas que claro que se requieren
tomar mas muestras y de mas sitios para obtener un panorama méas completo y confiable de

las caracteristicas de la comunidad microbiana que habita en las heces del galdpago
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tamaulipeco. Adicionalmente, seria pertinente muestrear otros miembros del género

Gopherus.

2. Limitantes técnicas

Mas alla de las limitaciones antes mencionadas asociadas a la extraccion de acidos
nucleicos, los sesgos en lo que a anotacion y estudio de todo tipo de microorganismos (por
ejemplo, con mayor informacion sobre organismos patogenos) se refiere, necesariamente
obligan a que un estudio de diversidad microbiana se vea coartado. Un claro ejemplo de
esto reside en el diferencial de resultados que se puede apreciar de acuerdo a los métodos

de anélisis de datos que se empleen.

Kaiju posee la ventaja de ofrecer una clasificacion taxonomica independiente de
ensamblaje de las lecturas (49), lo que significa que existe una menor posibilidad de
obtener errores o resultados erroneos (57) acumulados resultantes del uso de otros métodos
que si requieran de ensamblado (por ejemplo, el uso de Velvet). Existe una amplia variedad
de métodos que dependen de ensamblaje por medio de k-meros (secuencias cortas extraidas
de las lecturas que se usan como base para identificar empalmes entre las secuencias que a
su vez permitan el ensamblado). Sin embargo, estos métodos requieren de una optimizacion
meticulosa para evitar perder datos o incluir falsos positivos. Dado que se realizan
comparaciones contra diversas bases de datos, estos métodos profundizan sobre las ya muy
conocidas limitaciones en lo que a anotacion diferencial de especies de interés médico
contra aquellas de interés ecoldgico se refiere. Kaiju sacrifica la identificacion de

organismos a niveles muy profundos en favor de cubrir la mayor diversidad posible. Asi, si
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una lectura posee una secuencia de aminoacidos idéntica en dos especies del mismo género,

dicha lectura se asignaré al género (49).

Por otra parte, anélisis realizados con métodos mejor explorados (por ejemplo,
aquellos basados en ensamblaje de secuencias) puede proveer un importante complemento
al uso de software novedoso. En el caso de la reconstruccion de secuencias de genes 16S
rRNA, REAGO es superior como ensamblador porque esta optimizado para datos
metagendmicos (es decir, ataca problemas como abundancias distintas para diversos
organismos, la dificultad de ensamblar lecturas con alta similitud —el caso general para 16S-
y ausencia de genomas de referencia) (52). En vista de que los genes de 16S son un
estandar para la clasificacion bacteriana (58), representan un poderoso recurso si se desea

minimizar la proporcion de ‘elementos desconocidos’ en una muestra ambiental.

Las diferencias de rendimiento en lo que a identificacion se refiere para Kaiju y
REAGO (49.78% contra 19.62% respectivamente) demuestran la utilidad de usar el
‘estandar dorado’ de genes 16S rRNA para identificar bacterias. En un mar de genes no
anotados, necesariamente resultard mas dificil para Kaiju realizar identificaciones
taxondémicas, aunque éstas sean confiables debido a la evasién de las limitaciones que

vienen con la anotacién y comprendan tanto a arqueas como a eucariontes.

Por otra parte, Kaiju posee la ventaja de no depender justamente de un recurso que
posee limitantes a nivel de resolucion, la homologia existente para los genes de 16S rRNA.
Conforme las tecnologias de secuenciacion provean lecturas méas largas con bajo indice de
error, es probable que programas computacionales como Kaiju ocupen el nicho de los

ensambladores. Sin embargo, esta posibilidad permanecera subdesarrollada en tanto se
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mantenga el déficit en anotacion confiable de genes, especialmente dado el reto que

representa lidiar con microorganismos no cultivables.

Es especialmente relevante indicar que las diferencias entre estos dos métodos no se
traducen en que se obtengan resultados poco creibles. A través de un analisis de correlacion
de Spearman (Fig. 14) utilizando aprox. 75% de la abundancia total bacteriana se demostro
que la probabilidad de que los resultados sean producto de artefactos de cualquiera de los
dos programas es pequefia. Debido a que cada método utiliza formas distintas de calcular
la abundancia relativa para cada organismo, el que se obtengan porcentajes similares para

distintos clados aumenta la confiabilidad de los resultados.

A pesar de esto, es igualmente interesante que miembros del phylum Proteobacteria
se encuentren aislados en el grafico de correlacidn. Los valores de abundancia arrojados por
Kaiju (5.02%) son mayores que los de REAGO (2.94%), y ninguno es radicalmente distinto
de los encontrados en las muestras de iguanas ni tortugas Galapagos (Fig. 18) (8), por lo
que es imposible distinguir cuéles pueden ser las fuentes de error (diferencias en la

capacidad de anotacion aunadas a la variabilidad individual, por ejemplo).
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Fig. 18. Abundancia (%) de Proteobacteria en distintos reptiles. La barra azul corresponde a la abundancia
obtenida con Kaiju y la amarilla a la obtenida con REAGO. Los recuadros de colores representan a cada
especie (turquesa = iguana marina, coral = lguana terrestre, azul = tortuga Galapagos, amarillo = galapago
tamaulipeco, verde = iguana verde). Los datos correspondientes a todo reptil excepto G. berlandieri se
obtuvieron tras contactar a la autora de (8).

3. El sesgo de identificacion

El énfasis en el estudio de bacterias como base de la microbiologia y de la metagendmica
queda en evidencia cuando contemplamos los resultados del anélisis taxonémico con Kaiju.
El rol de la pléyade de microeucariontes y virus que cohabitan con el océano de bacterias
en todo ambiente estd severamente inexplorado, hasta el punto en que a menudo se
considera a éstos como otros ‘cuerpos’ (-omas; viroma, por ejemplo) en lugar de como
parte del microbioma en si. Estas limitaciones enfatizan la dificultad de realizar inferencias
con respecto al rol que dichos organismos puedan ejercer en el microambiente fecal (o en

cualquier otro, en realidad). La pérdida de informacion asociada a este ‘sesgo bacteriano’
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resulta especialmente clara al observar la diversidad de virus (Fig. S. 3). Aunque no es
imposible que la extraccién haya obliterado una fraccion de las secuencias pertenecientes a
éstos, es dificil imaginar que haya sido hasta tal grado que las secuencias virales

dificilmente figuren en un mapa taxonémico completo.

Del mismo modo, resulta notable que Kaiju no haya identificado secuencia alguna
perteneciente al reino animal. Una posibilidad es que una fraccion de entre las muchas
lecturas no caracterizadas pertenezca a este grupo, que incluye las secuencias provenientes
del organismo hospedero. Aunque se ha encontrado que el ADN del hospedero puede
encontrase en fracciones pequefias (75), es posible que esta proporcion varie tanto de

acuerdo con el estado de salud del hospedero como entre especies.

Sobre la arquitectura de la microbiota fecal en un contexto mas amplio

1. Diferencias metodol6gicas

Los datos obtenidos del trabajo de Hong et. al. Corresponden en su totalidad a analisis por
amplificacion de las regiones variables 4 y 5 de genes 16S rRNA (8, 76). Para disminuir las
diferencias entre los resultados de otros estudios y aquellos del galapago tamaulipeco
(obtenidos por WGS) se realizé la reconstruccion de secuencias 16S usando REAGO; sin
embargo es necesario recalcar que esta aproximacion desvanece sélo parcialmente la

brecha metodoldgica existente.

2. Clados comunes entre reptiles

Las clases Flavobacteria, Sphingobacteria, Bacteroidia, Bacilli, Clostridia vy

Erysipelotrichi conforman el grueso de las bacterias presentes en heces de iguanas marinas,
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terrestres, verdes y tortugas Galapagos (8). Estos resultados concuerdan solo parcialmente
con aquellos obtenidos para el galdpago tamaulipeco, pues aunque todas pertenecen
también a la microbiota de esta, Unicamente Clostridia, Bacilli y Bacteroidia se encuentran
entre sus 10 clases mas abundantes. Estas diferencias podrian deberse en parte a
distinciones en los estilos de vida de estos reptiles, incluyendo diferencias en alimentacion,
habitos (por ejemplo, la tortuga Galapagos no hiberna ni estiva; en cambio realiza
migraciones de acuerdo a la temporada del afio) (55) o al estatus de cautiverio de los

ejemplares de G. berlandieri de los que se obtuvieron las muestras.

A pesar de estas diferencias, la presencia de Clostridia como clado dominante en
estas microbiotas es un tema comdn. Las tres especies de iguana estudiadas, asi como la
tortuga Galapagos, poseen una muy alta proporcién de estos organismos (8), y se pueden
encontrar clostridios en todos los individuos estudiados. La dominancia clostridial se
mantiene para otros reptiles: La piton de Borneo y el aligator americano también poseen
una gran cantidad de clostridios (13, 44) (cabe mencionar que estos estudios también estan
basados en la amplificacion de secuencias 16S). Dado que tanto el galdpago tamaulipeco
como la piton de Borneo y el aligator americano pueden pasar periodos relativamente
prolongados sin alimentarse, seria interesante ver qué paralelismos pueden encontrarse para

la remodelacion postprandial de su microbiota.

Aungue existe este terreno comun, cabe indicar que, a diferencia de G. nigra, G.
berlandieri posee una gran abundancia de Ruminococaceae. Estas diferencias a menor
escala se pueden encontrar también en la otra clase bacteriana comdn a las iguanas y
tortuga Galéapagos: los Bacteroides; Prevotellaceae domina en G. nigra, mientras que

Bacteroidaceae se encuentra en mayores nimeros en G. berlandieri.
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Otra diferencia reside en que no se encontraron secuencias pertenecientes a Archaea
en ningun individuo de iguana marina, mientras que éstas si se encontraron en las demas
iguanas y en ambas especies de tortuga (Figs. S. 3 y 4). Ademas, los clados mas
representados dentro de este dominio corresponden a metandgenas. Estas diferencias
podrian estar relacionadas con el diferencial en alimentacion entre la primera y el resto.
Finalmente, llama mucho la atencion la abundancia de Proteobacteria en G. berlandieri en
comparacion con lo encontrado en general para las otras especies de reptil herbivoro
analizadas. Si bien esto es llamativo, no es posible descartar que varias de estas diferencias
se deban unicamente a las posibles variaciones individuales o a que el ambiente que habita
el galapago tamaulipeco muestreado (un herpetario, donde existe cierta posibilidad de
contacto con otras especies reptilianas ademas de con los encargados de su cuidado)
represente un diferencial significativo contra las condiciones naturales, y que se requiera de

profundizar el muestreo.

3. Implicaciones para el estudio de microbiotas de tetrapodos

Los factores que componen Yy rigen las dindmicas dentro de los mdultiples nichos que
proveen los cuerpos y deposiciones de organismos hospederos son muchos, y aun se
desconoce el impacto que los unos o los otros ejercen sobre las dinamicas y composicién de

las microbiotas.

Debido a las importantes diferencias en fisiologia y conducta de los reptiles en
comparacion con los mamiferos, es esperable encontrar divergencias en la diversidad
microbiana entre ellos. La ectotermia necesariamente representa un reto para los saurios

anfitriones y sus cohabitantes, pues representa una variabilidad en temperatura puede
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afectar sus capacidades metabdlicas. Ese tipo de fendmenos no existe (en condiciones
normales) en mamiferos ni aves, por lo que es imposible medir el peso de este factor a

menos que se realicen estudios mas extensivos en reptiles y anfibios.

Adicionalmente, los habitos de ‘ayuno’ (13, 44) que siguen muchos reptiles
involucran una modificacion cronica a la microbiota. Esto lleva a pensar que ésta debe
controlarse para limitar el riesgo de potenciales disbiosis. Se ha publicado que las
poblaciones bacterianas que se desarrollan tras la remodelacion postprandial en pitones de
Borneo no provienen de la alimentacién (13), lo cual apunta a la posibilidad de que existan
mecanismos de ‘conservacion’ de clados que se ven diezmados ante el cambio de las

condiciones intestinales.

Los habitos de ayuno, ademas, responden en general al estilo de vida y rol ecolégico
de los reptiles a estudiar en cuestion. La microbiota en ayuno de las serpientes piton no se
asemeja a aquella de los aligatores a pesar de que ambos son reptiles carnivoros (44). En
vista de esto, puede juzgarse probable que las modificaciones en la microbiota del galapago
tamaulipeco también guardaran diferencias. EI conocimiento y consideracion de la historia
natural de los reptiles jugara un factor determinante si se espera poder dar sentido a estos

fendmenos tan ecol6gicamente relevantes.

El habitat del hospedero es otro factor que moldea las microbiotas. A pesar de que
en el caso de mamiferos (5) se han encontrado escasas diferencias entre animales en
cautiverio y animales silvestres, esto no es necesariamente un fendmeno generalizable. El
cuidado de reptiles en cautiverio todavia necesita desarrollarse, pues existen diferencias

apreciables en las abundancias de diversos clados cuando se compara a aligatores en
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cautiverio de aquellos en libertad (44). Es posible que estas diferencias se vean reflejadas
principalmente en que la dieta de los reptiles en cautiverio no sea apropiada, pero este
seguramente no es el unico factor. Un estudio en larvas de salamandra menciona que el
ambiente puede poseer un fuerte impacto en la microbiota (59). La evaluacion del impacto
ambiental para especies terrestres y/o en su adultez puede brindar resultados menos
drésticos, pero de igual forma es virtualmente seguro que éste contribuye en el modelado de

las comunidades microbianas.

En una escala menor, otro habitat que se entiende guarda una inmensa relevancia es
el que provee el propio hospedero. Distintas regiones corporales proveen ambientes
radicalmente diferentes y albergan clados bacterianos igualmente divergentes. Aunque
poseen la ventaja de ser poco invasivos, los estudios realizados sobre muestras fecales
recapitulan sélo parcialmente a las poblaciones bacterianas que se pueden encontrar en
distintas regiones del intestino reptiliano (44). Sin embargo, estos estudios si permiten
comparaciones generales con respecto a la arquitectura grosso modo entre especies
distintas. El ejemplo mas claro de esto reside en que los tetrdpodos que se han estudiado (de
hecho, con representantes del total de clados que los comprenden —reptiles, aves, anfibios y
mamiferos) conservan la arquitectura Firmicutes-Bacteroidetes (cuando estan
alimentandose) (5, 8, 13, 44, 59, 60). Que esta arquitectura se sostenga a pesar de la
diversidad de habitats, habitos, alimentacion y fisiologia, nos da una pista sobre la
existencia de un componente evolutivo comun; esto a su vez arroja luz sobre la necesidad
de estudiar las microbiotas de otros vertebrados con el fin de observar si dicha estructura se

mantiene.
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En medio de esta apabullante complejidad, el factor que esta quizas mejor estudiado
es la alimentacion. Es sabido que los habitos alimenticios —carnivoria, omnivoria,
herbivoria— del hospedero contribuyen a la composicion de su microbiota intestinal y fecal
(5). Este efecto se antoja generalizable para virtualmente todo grupo de organismos, y
parece ser el caso también para reptiles. La divergencia entre la comunidad de la iguana
marina, sus contrapartes terrestres y la tortuga Galapagos (8), luego comparada con el
galapago tamaulipeco, sugieren que una alimentacion ficovora (que podria considerarse una
herbivoria estricta) es suficiente para establecer cambios observables en la microbiota. La
alimentacion claramente representa un factor de selecciéon sumamente poderoso sobre la
arquitectura microbiana de un organismo, pues especies tan dispares como lo son vacas y
hoatzines, guardan similitudes entre si (68). Realizar comparaciones entre mamiferos y
reptiles con dietas similares ayudara a acotar la extension del impacto de la dieta sobre la
microbiota, a la luz de la falta de camara de fermentacion ‘formales’ entre reptiles y
mamiferos. Del mismo modo, estas comparaciones podrian arrojar luz sobre la
reestructuracion y caracteristicas en la microbiota de poblaciones que adquieren habitos de
vegetarianismo estricto (veganismo), sobre la cual existen ya algunas publicaciones usando

distintos enfoques (70).

Sobre la bateria génica de la microbiota fecal de G. berlandieri

Con base en la relevancia de la dieta como factor modelador de las microbiotas intestinales
y fecales resulta esperable que el contenido de genes funcionales encontrados responda a
las imposiciones metabdlicas impuestas por la presencia de los contenidos proteicos,
vitaminicos y de carbohidratos ingeridos por los hospederos. En (47) se indica que esta

inferencia se sostiene para el caso de las iguanas terrestres, donde se comenta que la
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similitud en dieta probablemente justifique la similitud entre estos organismos y mamiferos

herbivoros.

1. Carbohidratos

Como se menciono anteriormente, la fermentacion es un proceso que seguramente depende
en buena medida de que los reptiles hospederos en cuestién se mantengan a temperaturas
adecuadas. Sin embargo, es esperable encontrar genes con esta funcion independientemente
de si el proceso se esta llevando a cabo en ese momento. De acuerdo con esta expectativa,
7% de los genes anotados en la categoria funcional de carbohidratos pertenece a
fermentacion. Se ha documentado que los productos resultantes de la fermentacion
bacteriana en reptiles son los mismos que aquellos que se han identificado en los tractos
gastrointestinales de mamiferos (62), lo cual apoya la suposicién de que la presién
selectiva que impone la dieta lleva a que distintos clados bacterianos compartan una bateria

génica funcional.

De igual manera, se encontraron genes correspondientes a metabolismo de
polisacaridos. Entre estos destacan aquellos que corresponden al celulosoma, un complejo
de enzimas que permite a diversas bacterias degradar celulosa y lignina. Este complejo es
producido por bacterias anaerobias celuloliticas (61), mismas que son de interés industrial
para la produccién de biocombustibles. Se ha publicado que es posible que para lograr una
degradacion eficiente de diferentes substratos por el celulosoma se requieran diferentes
estructuras del mismo. La alta diversidad de clostridios encontrada en las muestras de
todos los reptiles de (8) y en G. berlandieri podria responder en parte a esto. Resulta

notable que C. thermocellum, presente en la comunidad de G. berlandieri, ha sido utilizado



67

para evaluar formas de mejorar la digestion en animales monogastricos (63). Dado el
ambiente de temperatura variable en el que se desarrollan tantas bacterias con actividad
celulolitica, se podria aspirar a encontrar enzimas cuya funcion no sea tan sensible a la

temperatura como sus analogos funcionales exclusivos de mamiferos o aves.

2. Metabolismo de nitrogeno

El reciclaje de nitrégeno es necesario para muchos organismos herbivoros y se sabe que en
el caso de insectos, reptiles y aves existe un reflujo de orina al intestino, donde queda
expuesta a la microbiota (62). Ademas, la variedad de excreciones nitrogenadas es mayor
entre estos organismos que en mamiferos. EI metabolismo generalmente lento de los
reptiles da pie a la posibilidad de que los sistemas de reciclaje de estos compuestos difieran
grandemente de los de mamiferos. Aunque existe poca evidencia de reciclaje de urea y
otros compuestos de desecho en reptiles, se encontraron genes correspondientes a
descomposicion de la misma. Diversas subunidades de ureasas bacterianas, asi como otras
proteinas necesarias para su activacion conforman el paisaje funcional de la microbiota de
G. berlandieri, ofreciendo un espacio a la posibilidad de que este proceso en efecto se lleve

a cabo.

Debido a que existen eventos de simbiosis en la naturaleza (64) en los que es viable
la fijacion de nitrégeno al interior de los intestinos del hospedero (incluyendo casos en
mamiferos) (65), se realizé una busqueda de genes correspondientes a este proceso. Como
resultado se encontraron NifS, U, A, B, H, D, X, E, M, Z y T, asi como subunidades de
nitrogenasas hierro-hierro y vanadio-hierro. Aunque no se puede descartar que este proceso

también se dé en G. berlandieri, debe tomarse en cuenta que estas tortugas, en su estado
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silvestre, llegan a consumir carrofia si tienen la oportunidad (10). Esto, aunado al prospecto
de que existan mecanismos de reciclaje de compuestos de desecho, que en (65) se indica
que el nitrogeno fijado contribuye minimamente a los requerimientos del hospedero, y que
una fraccion de las bacterias portadoras de estos genes probablemente pertenezcan a la
microbiota de las plantas que sirven de alimento a la tortuga, sugieren que este proceso

podria representar una aportacion muy pequefia para el hospedero.

3. Virulencia

Uno de los elementos mas relevantes y peor caracterizados en muchos estudios
metagendmicos es la interaccion entre los miembros participantes del ambiente a analizar.
Si bien este trabajo tampoco analiza este punto, la importancia de estas interacciones se ve
reflejada tanto para bien con las ventajas que puede representar tener una amplia diversidad
de celulosomas como para mal si se revisan los genes de virulencia. La presencia de genes
de bacteriocinas —péptidos que producen ciertas bacterias que funcionan como agentes
antimicrobianos (66) y péptidos antimicrobianos, bombas de eflujo y genes de invasién
sugieren que existen relaciones de competencia entre bacterias, asi como interacciones con
el hospedero de caracter infeccioso. Estos resultados dejan muchas preguntas con respecto
a los mecanismos que poseen justo el efecto contrario, el del entrenamiento del sistema

inmune por parte de los microorganismos comensales.

Por otra parte, la presencia de genes de resistencia a metales (cobre, zinc y cadmio),
asi como a diversos antibioticos, podrian encontrarse presentes en la muestra por cause del
ambiente en el que el ejemplar que se utilizé se ha desarrollado. Vegetales regados con

aguas tratadas, por ejemplo, acumulan cobre y zinc (74). Debido a que el ejemplar utilizado
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se encuentra en cautiverio y come entre otras cosas zanahorias (que se sabe retienen estos
metales) (74), podria estar seleccionando bacterias con la capacidad de lidiar este tipo de
estrés. En lo que a antibioticos respecta, no se pregunt6 en el momento si algun otro u otros
reptiles en el herpetario se encontraban bajo algln tipo de tratamiento con antibidticos, de

manera tal que se volviera méas probable la presencia de bacterias resistentes.
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VIIl. CONCLUSIONES

La caracterizacion de la microbiota fecal de G. berlandieri representa una interesante
adicion para el conocimiento sobre las caracteristicas de la comunidad microbiana de las
tortugas terrestres, los reptiles y los tetrapodos. Ademas, provee un marco de discusion que
enriquece las nociones sobre el impacto de factores como la alimentacion, habitat,

fisiologia y habitos del hospedero sobre su arquitectura.

Este estudio apoya nociones discutidas en otros trabajos con respecto a la naturaleza
de la composicion taxondmica y funcional de la comunidad microbiana fecal para diversos
organismos; sin embargo, su mayor contribucién reside en que también permite realizar
preguntas que pertenecen a las areas de evolucion, bioquimica, biologia molecular, biologia
reptiliana y bioinformatica. Sutilezas como la existencia de una ‘firma microbidtica’ para
cada especie estudiada, asi como las convergencias funcionales entre especies que poseen
pocas caracteristicas en comun se pueden apreciar con tan sélo comparar datos existentes
de un pufiado de clados, y seguramente apuntan a la existencia de fuerzas y mecanismos
aun desconocidos gue son justamente los que nos pueden ayudar a dar un caracter mas

formal a la ecologia en el campo de la microbiologia.
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IX.  PERSPECTIVAS

Para tener un caracter genuinamente concluyente, es importante extender el muestreo a
ejemplares de G. berlandieri en mayor nimero y con diversas procedencias, con énfasis en
animales silvestres. Més all& de recomendaciones metodoldgicas que permitan evaluar los
diversos sesgos y fuentes de error a las que se somete todo estudio de esta naturaleza,
también es relevante continuar con el esfuerzo de caracterizacion de otros miembros de
Reptilia para poder diferenciar con claridad sus arquitecturas microbidticas de aquellas de

otros clados, y con un fondo gue no se limite a especies herbivoras.

Finalmente, un enfoque basado en métodos clasicos, como la evaluacion de
caracteristicas fisicoquimicas de la materia fecal (acidez, temperatura, etc.) y la realizacion
tinciones sobre diluciones de la muestra con el fin de corroborar la presencia de morfotipos
representativos de clados identificados computacionalmente, podrian proveer valiosos datos

adicionales que complementen los resultados obtenidos con el enfoque metagenémico.
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XI.  MATERIAL SUPLEMENTARIO

Extraccién de acidos nucleicos

Se realizaron extracciones de ADN adicionales con las siguientes modificaciones:

a) Qiagen QlAamp DNA Stool Mini Kit:

Se realizaron extracciones usando este kit con las siguientes modificaciones al protocolo

original (19):

1. Se homogenizé manualmente la muestra, ademas de usar el vortex.

2. La temperatura utilizada durante las incubaciones fue de 80°C.

3. Durante la elucién se usaron 50-80 pl de buffer AE.

4. Al eluir, se incub6é por 10 minutos a temperatura ambiente la muestra, previo a la

centrifugacion.

b) Fermentas Genomic DNA Purification Kit seguido de Roche High Pure PCR

Product Purification Kit

Se realizaron extracciones acoplando pasos de estos dos kits (20, 28) como sigue:

1. Se tomaron 200-220 mg de muestra fecal y se le afiadieron 200 pl de Lysis Solution de

Fermentas; se homogenizo la solucién con un pistilo, y se incubd por 5 minutos a 65°C.

2. Se afadié 600 pl de cloroformo a cada tubo, se agité con suavidad y se incub0o a
temperatura ambiente por 5 minutos la mezcla, para luego ser centrifugada por 2 minutos a

13,000 rpm.
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3. Se tomo el sobrenadante y se le agregaron 10 pul de RNAsa A (Img/mL); se incubo por
10 minutos a temperatura ambiente y esa mezcla se proceso de acuerdo al protocolo de

Roche.

c) Mo Bio UltraClean Microbial DNA Isolation Kit

Las extracciones usando este kit se hicieron siguiendo el protocolo indicado por los

fabricantes (29).

d) Roche DNA Isolation Kit for Cells and Tissues

Extracciones realizadas con este kit se hicieron con las siguientes modificaciones al

protocolo original (30).

1. Se pesaron 250 mg de heces, y se congelaron usando nitrégeno liquido.

2. Se adicionaron 500 pL de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1 v/v) y se sometio

a vortex la muestra por 2 minutos.

3. Al sobrenadante se le adicionaron 450 pL de buffer de lisis, y se someti6 a vortex por 1

minuto.

4. Se agregaron 180 pL de buffer de precipitacion, y se centrifugdé la muestra por 10

minutos a maxima velocidad.

5. El sobrenadante se someti6 a una segunda extraccion con 500 pL de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico, como en el paso 2. Posteriormente, se centrifugo la

muestra por 10 minutos a maxima velocidad.
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6. Se adicionaron 500 pL de cloroformo al sobrenadante, tras mezclar por inversion, se

centrifugd la muestra por 8 minutos a maxima velocidad.

7. Se precipitd el ADN del sobrenadante obtenido con 475 pL de isopropanol.

8. Se centrifugd la muestra por 15 minutos a maxima velocidad; se decanté el isopropanol y

se lavé el pellet obtenido dos veces con 500 pL de etanol al 70%.

9. Se secd la muestra por 15 minutos en Savant, y se resuspendié en 30 pL de agua MilliQ.

e) Qiagen QIAquick Gel Extraction kit

Las extracciones usando este kit se hicieron siguiendo el protocolo indicado por los

fabricantes (31).

Los protocolos tomados de la literatura en general estan planteados tomando entre
0.5y 2 g de heces. Para este trabajo, se ajustaron los volumenes de reactivos para realizar

extracciones con 0.5 gramos de muestra.

f) Extraccion de DNA de plantas de Dellaporta, et. al.

Las extracciones usando este protocolo se realizaron de acuerdo a como se indica en la

literatura original (32).
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Fig. Suplementaria 1. Relaciones filogenéticas de amniotas. Modificado de (42).
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Fig. Suplementaria 2. Arbol filogenético de Testudinos. Rojo: Fuerte predominancia de carnivoros. Morado:
Predominancia de carnivoros, pero casos de herbivoros y/u omnivoros. Azul: Tanto carnivoros como
herbivoros. Café: Predominancia de herbivoros, pero casos de omnivoros. Verde: Fuerte predominancia de
herbivoros. Cabe mencionar que a este Gltimo rubro pertenece G. berlandieri. Modificado de (69).



Fig. Suplementaria 3. Diversidad de microorganismos en muestra fecal de G. berlandieri obtenida con Kaiju
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Figure 5 Archaeal population detected in fecal microbiota. No Archaea were detected in MI. The genus Methanobrevibacter,
Methanosarcina and Methanocorpusculum were detected in the herbivorous reptiles that consumed terrestrial plant material. Triangles
denote that only one L1 at each location, respectively, was shown to harbor Methanocorpusculum. F-LI, land iguanas in Fernandina; P-LI,

land iguanas in Plaza Sur; SF-LI land iguanas in Santa Fe.

Fig. Suplementaria 4. Arqueas encontradas en las muestras de Hong et. al. Obtenido de (8).
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Fig. Suplementaria 5. Abundancia de distintos dominios en heces de G. berlandieri de acuerdo a Kaiju.
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