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RESUMEN

El género Lactobacillus tiene gran importancia cientifica, médica, alimentaria y
biotecnoldgica. Debido a su versatilidad metabdlica, es posible emplearlos como
modelo de investigacion cientifica, tal es el caso de la bacteria spB2 (identificada en
este estudio como L. brevis), utilizada para la obtencién de la quitina y el quitosano a
partir de desechos de camardn, mejorando la calidad del polimero obtenido (mayor
masa molecular e indice de cristalinidad), comparado con el método quimico tradicional.
Adicionalmente, muchas especies de este género presentan muchas aplicaciones, por
lo que resulta interesante su estudio, asi como el descubrimiento de nuevas especies y

su identificacién correcta.

Muchas de las especies pertenecientes al género Lactobacillus s6lo han sido
identificadas por métodos fenotipicos y algunas otras mediante el gen 16S rRNA o
algunos genes constitutivos individuales, lo que ha ocasionado que la informacion sea
redundante y con bajo grado de confiabilidad. Por ello, el desarrollo de la estrategia de
identificacion por el método Andlisis Multilocus de Secuencias (MLSA) para la
identificacidbn bacteriana permitird realizar la identificacion exacta y con mayor
confiabilidad de cepas aun no identificadas asi como definir nuevas especies y la
reubicacion taxonémica de aquellas que han sido indebidamente clasificadas.

En este trabajo, se analizaron 7 cepas de Lactobacillus, se aisl6 su DNA cromosomal y
amplificaron los genes 16S rRNA, gyrB, pheS, tuF y Hsp60. Se realiz6 una comparacion
de las secuencias obtenidas mediante el programa PhyML para obtener el andlisis
filogenético de los genes por separado asi como un analisis concatenado. EI MLSA es
una técnica filogenética muy robusta de andlisis y permitid identificar especies del
género Lactobacillus. Con el analisis concatenado de los genes pheS, tuF y Hsp60, se
logré establecer una clasificacion taxonémica mas estricta para las cepas estudiadas
respecto a la obtenida utilizando metodologias fenotipicas o genotipicas con analisis de

genes individuales.
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ABSTRACT

Lactobacillus genus has a pivotal role in the scientific, medical, biotechnological and
food industry research works, because of its metabolic versatility it is possible to use
them in several research models, as in the case of spB2 strain (identified as L. brevis),
used to extract chitin and chitosan from shrimp wastes thus improving the quality of the
polymer obtained (high molecular weight and crystallinity index) compared to the
traditional chemical method. In addition, as many of the species of this genus are
applied with other research purposes, it is interesting to study them, as well as the

discovery of new species and their correct identification.

Many of the species belonging to the genus Lactobacillus have only been identified by
phenotypic methods, and some others through gene sequence comparison of 16S rRNA
or by only one housekeeping gene which has resulted in redundant information with low
degree of confidence. Therefore, the development of Multi Locus Sequence Analysis
(MLSA) for bacterial identification will allow more accurate and reliable identification of
strains still unidentified, to define new species and the taxonomic relocation of those
who have been wrongly classified.

In this work, seven strains of Lactobacillus were analyzed, their chromosomal DNA was
isolated and 16S rRNA, gyrB, pheS, tuF and Hsp60 genes were amplified. When MLSA
was carried out with the PhyML program the sequences were analyzed one by one and
in a concatenated way, providing a more strict taxonomic classification from the studied
strains than that one obtained when phenotypic methods and genotypic analysis of

individual genes were used.
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1 INTRODUCCION

Desde la antigledad, los seres humanos han vivido relacionados con los
microorganismos, de los que obtuvieron beneficios que van desde la conservacion y
produccién de alimentos hasta mejoras en la salud. Por otro lado, también son causantes
de enfermedades, tanto en humanos, animales como en las plantas pero muchos son
indispensables para la sobrevivencia humana y otros, necesarios para el equilibrio de los

ecosistemas.

Desde que los microorganismos se aislaron y se cultivaron por primera vez en los
laboratorios de microbiologia, se ha necesitado caracterizarlos para poder diferenciarlos
de otros similares. Las metodologias utilizadas de rutina para describir un aislado
microbiano son béasicas en todas las ramas de la microbiologia. Con el auge de la biologia
molecular en los afios 80’s, se desarrollaron nuevas y poderosas técnicas que han
ayudado a detectar variaciones mas pequefas dentro de las diversas especies
microbianas incluso pudiendo diferenciar entre cepas. Estas técnicas abrieron un nuevo
campo de estudio, y eliminaron las barreras de identificacion que existen en las técnicas
fisiologicas y bioquimicas de identificacion microbiana. Anteriormente, la diferenciacion
entre cepas diferentes sélo se realizaba en el campo de la epidemiologia; sin embargo, en
la actualidad la investigacion cientifica, biotecnologia e industrial ha incrementado la
utilizacién de bacterias en sus procesos, donde también se han desarrollado técnicas y
equipos para poder cubrir la necesidad de tipificar a la mayoria de bacterias (Info., 2014)

El analisis multilocus de secuencias (MLSA por sus siglas en inglés), se desarrolla ante la
necesidad de identificar y caracterizar microorganismos muy relacionados, de manera
precisa y relativamente rapida. Es una técnica filogenética que con ayuda del
alineamiento de multiples genes concatenados permite la identificacidbn de especies que
mediante pruebas bioquimicas o analisis de genes individuales no es posible determinar.
El MLSA se basa en procedimientos relativamente sencillos que brindan gran exactitud:
amplificacion de secuencias especificas mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), separacién por movilidad electroforética de los amplicones para determinar si la
amplificacion fue especifica, secuenciacion automatizada de los amplicones, construccion

de los arboles filogenéticos utilizando las secuencias obtenidas, realizacion de las



secuencias concatenadas y comparacion de estas secuencias para deducir la especie a

la que pertenece la bacteria de interés.
1.1 Definicion de especie

La primera definicidn de especie fue dada por Linnaeus, que agrupaba a los organismos
de acuerdo con sus caracteristicas fenotipicas; posteriormente, Darwin agregé la filogenia
a la taxonomia y enfatizé la naturaleza arbitraria de las especies bioldgicas, “el término
especie como una forma arbitraria dada por el bien de un conjunto de individuos que se
asemeja entre si”. Estas definiciones pueden ser utilizadas para el analisis de eucariontes
pluricelulares, pero no pueden ser aplicadas facilmente a organismos unicelulares (Chan
et al., 2012).

El término especie se usa tanto para representar una categoria taxonébmica como para
representar a los individuos que se ordenan en el sistema de clasificacion. Estos términos
tienen dos categorias filoséficas diferentes. La categoria taxonémica de especie es una
clase, que no tiene existencia real y que se usa para ordenar objetos. Las especies como
individuos, estan limitadas espacial y temporalmente, tienen cohesidon intrinseca, se
reproducen, participan en los procesos naturales y cambian con el tiempo (Silva y
Vinuesa, 2007).

La mayoria de los conceptos de especie estan basados en similitud, los mas conocidos
son el morfoldgico, “poblaciones separadas por una discontinuidad en una serie de
biotipos”; taxondmico, “todos los especimenes que un taxénomo considere que son
miembros de una misma clase”; fenético, “el nivel de especie es aquel en el que distintos
grupos fenéticos pueden ser observados” y ecoldgico, “son linajes que ocupan una zona
adaptativa minimamente diferente de la de otros linajes”. Estas definiciones se basan en
determinar que la variacion de un conjunto de caracteres es menor dentro de un grupo
que entre grupos, y en que las especies son los grupos mas pequenos que exhiben el

grado apropiado de similitud (Silva y Vinuesa, 2007).

La biologia sistematica ya tiene una definicion universal de especie para los organismos
eucariotas: Grupo de organismos cuya divergencia esta complementada por una fuerza
de cohesion; la divergencia entre las especies es irreversible; las especies son
ecolégicamente distintas. Sin embargo, la sistematica bacteriana aun no ha llegado a un
consenso para la definicion de la unidad fundamental de la diversidad biologica, la
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especie. La bacteriologia sistematica trata de delimitar la definicion de especie como
grupos genéticos y fenotipicos, pero aun no se ha desarrollado una definicién teorico-
practica para este concepto (Cohan, 2002).

Dado que aun no se tiene una definicion especifica, algunos microbidlogos han propuesto
definiciones como la siguiente: Las especies bacterianas son entidades reales que
pueden ser reconocidas como grupos de genotipos claramente resueltos agrupados con
sus similares (Palys et al., 1997). Sin embargo, casi no hay datos para hacer valida esta
afirmacién, por lo que es necesario preguntarse si poblaciones de bacterias similares
hacen, invariablemente (o por lo general), grupos genéticos bien resueltos y discretos que
puedan considerarse como especies y evaluar qué métodos deben emplearse para
resolver este problema (Hanage et al., 2005).

1.1.1 Definicién de especie a nivel molecular.

La delimitacion de especies bacterianas se basa en la relacion genética entre ellas, con
hibridacion ADN-ADN como medida representativa; cepas que muestran
aproximadamente el 70% o mas de relacibn DNA-DNA se considera que pertenecen a la
misma especie y aquellas con menos de este valor, son especies diferentes (Wayne,
1988). La variacion en el contenido de genes y el grado de diversidad de secuencia entre
las cepas asignadas por hibridacion ADN-ADN han llevado a considerar que esta
definicibn es muy amplia, en comparacioén con la de los organismos superiores (Staley,
1997), mientras que autores otros sugieren que la relacién genética por hibridacién ADN-
ADN como medida representativa debe relajarse aun mas para los microorganismos
(Vandamme et al., 1996). Esta situacién, en conjunto con la dificultad en la hibridacion
ADN-ADN para muchas cepas a la vez, asi como la imposibilidad de realizarlo en
bacterias que, hasta el momento, no son cultivables, lleva a la busqueda de un enfoque
mas natural y mas conveniente a la definiciobn de especie que aun no ha sido dado
(Gevers et al., 2005).

1.1.2 Identificacion de Especies

Si un aislado microbiano sélo es caracterizado hasta el nivel de género se considera

como una identificacién parcial, pero sigue siendo una pieza muy util de informacion. La



especie es la unidad ecolégica y evolutiva fundamental para el estudio de la diversidad

biol6gica es necesaria para conocer las caracteristicas basicas de las bacterias

Para identificar a nivel de género y en algunas ocasiones de especie, una metodologia de

rutina incluye caracterizar:

e Morfologia celular y caracteristicas de la colonia.
e Tincidn de Gram y otras tinciones especificas.

e Requerimientos fisicos.

e Requerimientos nutricionales

e Caracteristicas metabolicas y bioquimicas.

e Factores de patogenicidad.

En la actualidad algunas pruebas metabdlicas se distribuyen en forma de galerias, en las
cuales se pueden realizar pruebas especificas para el género deseado, estas galerias son
de uso relativamente facil y los resultados experimentales obtenidos se comparan con los

alojados en base de datos, como es el caso del sistema API®.

Como se observa, la metodologia de identificacidbn anterior se basa en caracteristicas
morfolégicas, estructurales y metabdlicas del microorganismo, mejor conocidas como
caracteristicas fenotipicas. Pero desde la invencion de la técnica de PCR, la identificacion
microbiana ha tomado el rumbo de la identificacibn genotipica, como en el caso del
analisis del gen del ARN ribosomal 16S (16S rRNA), uno de los genes mas conservados y
mas estudiados hoy en dia.

La importancia de este gen se debe a las siguientes propiedades:

e Este gen codifica para la subunidad pequefia de los ribosomas en eucariontes y
en los procariontes se puede encontrar las subunidades 18S y 5S. Por lo tanto se
encuentra en eucariontes, procariontes y archaeas (Woese et al., 1990)

e Estos genes presentan regiones de secuencia conservada y regiones de secuencia
variable (Woese, 1987)

e Se puede amplificar facilmente por PCR.

e Pueden estudiarse bacterias no cultivables ya que solo se necesita el ADN para

realizar la amplificacion.



e Se encuentran disponibles diversas bases de datos donde estan almacenadas
secuencias curadas de este gen (RefSeq, Silva, RDPII, etc).

e Toda nueva especie descrita necesita por lo menos la secuencia 16S rRNA para
poder ser depositada.

No obstante, ya que este gen es tan conservado, muchas bacterias relacionadas pueden
tener mucha similitud en su secuencia. La precision de esta técnica también depende de

la calidad de la base de datos con la cual se compara la secuencia.

Las deficiencias en el uso de un solo gen para resolver especies similares se pueden
superar mediante el uso de secuencias de genes diferentes. Este enfoque proporciona
sitios de nucledtidos mas informativos y un sistema amortiguador contra el efecto de
distorsion de la recombinacién (Hanage et al.,, 2005). El reemplazo recombinacional
homélogo entre especies de un locus, introducido de la especie B en una cepa de la
especie A, no debe impedir que, a esta Ultima, se caracterice correctamente como
especie A, ya que las secuencias combinadas de los otros loci aun deben agruparla con
otras cepas de la especie A. El andlisis de la relacion de las cepas de especies similares,
utilizando secuencias de genes mudltiples proporciona la forma mas adecuada para la
identificacidbn de grupos genotipicos y de evaluacion de la capacidad de las secuencias
para resolver especies (Gevers et al., 2005).

El analisis de los patrones de agrupamiento en los géneros ya bien estudiados
proporciona ejemplos de como aplicar el mejor enfoque de multilocus para definir a las
especies dentro de los grupos de bacterias similares que no han sido bien estudiados. En
tales casos, la identificacion de las agrupaciones resueltas proporciona una base para la
busqueda de correlatos bioldgicos de los grupos, en términos de diferencias fenotipicas,

bioguimicas ecoldgicas o biogeograficas (Gevers et al., 2005).
1.2 Métodos de tipificacion de bacterias

En la actualidad la identificacidbn bacteriana se divide en 2 grandes métodos, la
identificacion fenotipica que se basa principalmente en la morfologia de la célula,
procesos bioquimicos, medios en los que se puede lograr su crecimiento y condiciones
fisicas Optimas para ello (Kootallur et al.,, 2011). Por otro lado, se tiene a los métodos

moleculares, que con ayuda del material genético de la bacteria busca una tipificacién



mas exacta a la que se obtiene por métodos fenotipicos (Emerson et al., 2008). Muchos
laboratorios de identificacidn bacteriana prefieren los métodos fenotipicos ya que son mas
baratos y mas accesibles, sin embargo, hay una mayor probabilidad de cometer errores al
identificar la especie mientras que los métodos moleculares son mucho mas exactos.
Boivin-dahns et al., (1995) al tipificar un grupo de especies encontraron que mediante los
métodos fenotipicos hubo 42 errores y con los moleculares sélo 4, los que ademas se
debieron a la falta de secuencias de referencia en la base de datos.

1.2.1 Métodos fenotipicos

Estos métodos son los mas antiguos y mas estudiados, estan basados en la observacion

de caracteristicas como:

e Morfologia celular, por medio de microscopia auxiliada de tinciones especificas que
pueden servir para dar tonos diferenciales a la célula o tenir algunas estructuras en
particular.

e Condiciones fisicas de crecimiento Optimas como temperatura, salinidad,
concentracién de oxigeno, etc.

e Medios de cultivo, los cuales proporcionan nutrientes necesarios para ciertas
especies bacterianas, también contienen ingredientes que pueden evitar el
crecimiento de especies no deseadas.

e Caracteristicas bioquimicas, las cuales ayudan a diferenciar bacterias gracias a
moléculas que sintetizan para su proteccion como la catalasa, metabolismo
especifico de la bacteria, uso de algunos compuestos, resistencia a antibioticos

entre otros.

1.2.1.1 Caracteristicas microscopicas y tinciéon de Gram

La microscopia es el primer paso para conocer cual es la bacteria en estudio, este paso
busca observar la morfologia celular (coco, bacilo, coco-bacilo, vibrio, etc.), saber si las
células estan dispersas o agrupadas, y el tamafo celular. Para poder observar
correctamente estas caracteristicas son utilizadas algunas tinciones (Bartholomew y
Mittwer, 1952), quizd la mas importante es la tincion de Gram la cual fue descubierta en
1844 por el bacteriblogo danés Christian Gram (Gram, 1884), esta técnica divide a las

bacterias en 2 grandes grupos:



e Bacterias Gram positivas: Su pared celular es robusta y esta compuesta de
peptidoglicano y sirve a la célula de proteccion contra el medio ambiente. Esta
pared es resistente a los solventes, lo cual permite que el cristal violeta
permanezca dentro de la célula dandole una coloracion azul.

e Bacterias Gram negativas: Su pared celular es muy delgada, también esta
compuesta de peptidoglicano pero al ser tan delgada no protege a la célula de los
solventes, los cuales crean pequefos orificios por donde sale el cristal violeta, en
este caso el colorante de contraste es la safranina, la cual da una coloracién rosa a

la célula diferenciandola asi de las bacterias Gram positivas (Beveridge, 2001).

1.2.1.2 Caracteristicas macroscépicas

La mayoria de las bacterias se multiplican rapidamente y forman colonias cuando se las
siembra en medios de cultivo s6lidos adecuados. Una colonia esta constituida por los
descendientes de una o unas pocas células y todas las colonias de una especie pura

deben de ser aproximadamente del mismo tamafo (Pirez y Mota, 2006).
Algunas de las caracteristicas que se observan de la colonia son:

e Forma: circular, irregular o filamentosa.
e Bordes: ondulados, dentados, o lisos.
e Superficie: plana, convexa, etc.

e Coloracion: blanca, amarilla, gris, etc.

e Consistencia: lisa, rugosa, mucosa

1.2.1.3 Medios de cultivo y condiciones fisicas

Para que una bacteria tenga un buen crecimiento y se pueda propagar es necesario que
se le proporcionen las condiciones bioquimicas y biofisicas correctas. Los nutrientes o
condicion bioquimica se encuentran presente en el medio de cultivo y depende de las
necesidades nutricionales especificas de cada bacteria, se ha desarrollado una gran
variedad de medios de cultivo para diferentes usos y propésitos. Uno de los usos
principales de estos medios es el aislamiento y mantenimiento de cultivos bacterianos
puros y para la identificacion de bacterias de acuerdo a sus propiedades fisiologicas y
bioquimicas (Todar, 2006).



Los medios de cultivo se pueden ocupar con diferentes consistencias, dependiendo de

cual es el objetivo de su uso:

e Medio liquido: Utilizado para el crecimiento y reactivacion de cultivos puros.

e Medio sélido: Se utiliza para aislar cultivos puros, ademas sirve para observar las
caracteristicas macroscopicas de las bacterias.

e Medio semi-sélido: Se utiliza principalmente para la realizacién de algunas pruebas

bioquimicas.

Las bacterias necesitan diversas condiciones fisicas para su correcto crecimiento, algunas
de estas condiciones son: Temperatura, pH, concentracion de oxigeno, disponibilidad de

agua, tolerancia a la salinidad etc.

1.2.1.4 Pruebas Bioquimicas

Las pruebas bioquimicas estdn pensadas para determinar caracteristicas metabdlicas de
las bacterias en estudio. Algunas son pruebas rapidas que evaltan la presencia de una
enzima preformada y su lectura varia entre unos segundos hasta unas pocas horas, otras
requieren el crecimiento del microorganismo con una incubacion previa de 18 a 48h; a
este grupo pertenecen las pruebas que detectan componentes metabdlicos o aquellas
gue determinan la sensibilidad de un microorganismo a una sustancia (Bou et al., 2010).
En la actualidad algunas de estas pruebas se encuentran prefabricadas como tiras,

discos, tabletas o sistemas miniaturizados.

1.2.2 Métodos moleculares

En las décadas pasadas se han desarrollado nuevas herramientas cientificas y
aproximaciones para determinar a las especies bacterianas y conocer la abundancia de la
microbiota y su interaccion con el medio ambiente donde residen estos microorganismos.
Las técnicas de estudio del genoma bacteriano desde que la técnica del PCR (Mullis y
Faloona, 1987) fue implementada y hasta la actualidad han tenido un gran aumento en el

numero de publicaciones en los ultimos anos.

El primer genoma bacteriano fue secuenciado en 1995 (Fleischmann et al., 1995) y tomd
mas de 13 meses en completar este trabajo, en el 2012 se puede secuenciar un genoma
bacteriano en pocos dias. (Wizemann et al., 2013). Estos métodos son mas rapidos y

robustos que las técnicas clasicas de identificacion fenotipica.



1.2.2.1 Analisis de genes especificos

Una gran variedad de genes han sido utilizados como dianas moleculares en los estudios
taxonémicos o de filogenia en los distintos géneros y especies bacterianas, el anélisis del
16S rBNA es el marcador inicial y en algunas situaciones es un marcador suficiente para
realizar una identificacion precisa. En la actualidad con tecnologias que permiten conocer
mas a fondo el genoma bacteriano, se siguen estudiando y perfeccionando las técnicas
para el estudio de otros genes que puedan servir con mayor precision para la
identificacion taxondmica. A continuacion se mencionan los mas estudiados. En general la

metodologia para el uso de estos genes es la siguiente:

e Seleccion del gen de interés, estos genes deben de proporcionar informacion
relevante para la identificacion bacteriana.

e Disefio de cebadores especificos para la amplificacion de una region del gen de
interés.

e PCR con el cual se obtendra la amplificacién de la region de interés con ayuda de
los cebadores disefiados anteriormente.

e Electroforesis generalmente en geles de agarosa, en las cuales se visualizaran los
amplicones obtenidos y se analizara si corresponde al tamafio esperado.

e Secuenciacién con la cual se conocera el orden en el que se encuentran las bases
nitrogenadas en la regiéon amplificada.

e Analisis del gen en bases de datos donde se compararan los resultados obtenidos

con los que ya han sido reportados.

1.2.2.1.1 Gen 16S del ARN ribosomal (16S rRNA)

En 1991, poco tiempo después de la invencion del PCR, Weisburg y colaboradores
desarrollaron cebadores universales para la amplificacion del gen 16S rRNA, dichos
cebadores siguen siendo utilizados hasta la actualidad (Weisburg et al., 1991). El 16S
ARN es un polirribonucleétido de 1550 pb codificado por el gen rrs y esta compuesto por
regiones conservadas y variables, este gen tiene suficientes polimorfismos
interespecificos para proveer diferencias distintivas y estadisticamente validas. Como
cualquier secuencia de nucledtidos de cadena sencilla, el ARNr 16S se pliega en una
estructura secundaria, caracterizada por la presencia de segmentos de doble cadena,
alternando con regiones de cadena sencilla (Rodicio Mdel y Mendoza Mdel, 2004). En
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GenBank estan alojadas mas de 90,000 secuencias del gen rrs secuencias contra las que

se puede comparar a la bacteria en estudio (Clarridge, 2004).

En algunos estudios el analisis del 16S rRNA no tiene resolucién (variacion) suficiente, la
gran identidad genética presente en determinados géneros bacterianos o en su
asignacion taxonomica, no permite realizar, solo con el ARNr 16S, una identificacion a
nivel de especie o de géneros (Bou et al., 2011). Para los casos donde no es suficiente,
se utilizan otros genes que presentan homologia menor como los que se mencionan a

continuacion.

1.2.2.1.2 Gen 23S rRNA

El gen 23S rRNA tiene un tamafno de entre 2902 y 2905 nucleédtidos y es esencial para las
bacterias ya que presenta actividad de peptidil transferasa que es necesaria para la
sintesis proteica (Anton et al., 1999). Los intereses por el estudio de este gen han vuelto a
surgir gracias a la disminucion en el costo de la secuenciacion y las nuevas técnicas que
se estan implementando para la secuenciacion y amplificacion de fragmentos grandes de
ADN como es el caso de los microarreglos (Pei et al., 2010). El gen 23S rRNA ofrece los
mismos beneficios que el gen 16S rRNA: distribucion universal, funcion conservada y
regiones del genoma variables e invariables. Adicional a lo anterior, se tiene la ventaja
que este gen tiene un mayor tamafno y se pueden observar inserciones o deleciones
caracteristicas y posiblemente una mejor resolucién filogenética por su gran variabilidad
en las secuencias variables (Hunt et al, 2006), ademas ya se disefiaron cebadores
universales para la amplificacion de este gen por medio de PCR (Anthony et al., 2000).
Algunos géneros en los que se ha aplicado esta técnica son: Escherichia y Salmonella
(Smith et al., 1988), Lactococcus y Enterococcus (Betzl et al., 1990), Staphylococcus
(Roman et al., 2013), Streptococcus (Sultana et al., 1998), Bacillus (Ash y Collins, 1992),

etc.

1.2.2.1.3 Region intergénica espaciadora (ITS) 16S-23S.

Entre los genes 16S y 23S rRNA se encuentra un espacio que no codifica para ninguna
proteina, pero se ha sugerido que esta region puede ser una buena herramienta para la
identificacién a nivel de especie/cepa bacteriana. Muestra secuencias muy conservadas y
regiones relativamente estables al final del espaciador (Mora et al., 2003). Los operdnes

qgue contienen los genes que codifican para los 3 ARNr (16S, 23S, 5S) y sus regiones ITS

10



asociadas normalmente estan presentes en multiples copias dentro del genoma
bacteriano (7 veces en E. coliy Salmonella, 10 veces en B. subtilis). Se ha sugerido que
este espaciador puede utilizarse en filogenia para diferencias entre especies (Boyer et al.,
2001, Garcia-Martinez et al., 1996). Esta region espaciadora puede amplificarse
facilmente con los cebadores disefiados para la region conservada de los genes 16S y
23S ARNr (Yildinm et al,, 2011). En algunas publicaciones utilizaron esta técnica para
identificar géneros como: Photobacterium (Osorio et al., 2005), Bacillus (Daffonchio et al.,
2003), Burkholderia (Liguori et al., 2011), Lactobacillus (Song et al., 2000),
Staphylococcus (Sudagidan et al., 2005), entre otros. Actualmente se encuentra
disponible una base de datos gratuita donde se pueden comparar secuencias de este
espaciador (Rodriguez-Valera y Garcia-Martinez, 2000).

1.2.2.1.4 Gen gyrB

El gen gyrB codifica para la subunidad 3 de la ADN girasa, que es una topoisomerasa de
tipo Il y juega un papel muy importante en la replicacion del ADN y esta distribuida
universalmente en las bacterias. En estudios realizados por Yamamoto y col., (Yamamoto
y Harayama, 1995), se desarrollé6 un cebador universal para este gen, el cual ya ha sido
probado ampliamente. La evolucion molecular de este gen es mas rapida que el que
codifica para el 16S rRNA, y es usado ampliamente en estudios filogenéticos de
Flavobacterium (Peeters y Willems, 2011), Pseudomonas (Yamamoto y Harayama, 1995),
Streptococcus (Glazunova et al., 2009) entre otros. Los resultados de estos estudios
demuestran que gyrB es un buen marcador filogenético y taxonémico para identificar
bacterias a nivel de especie (Wang et al., 2007) .

1.2.2.1.5 Gen rpoB

El gen rpoB codifica para la subunidad beta de la ARN polimerasa, que es universal en
todas las bacterias, la secuencia de este gen se ha utilizado en analisis filogenéticos en
arqueas y bacterias (Mollet et al., 1997). Se ha utilizado en estudios para la identificacion
de Lactobacillus (Shevtsov et al., 2011), Corynebacterium (Khamis et al., 2004),
Acinetobacter (Gundi et al., 2009) y Staphylococcus (Drancourt y Raoult, 2002) entre

otros.

En numerosas ocasiones las secuenciaciones del gen rpoB presentan mayor fidelidad

que las del gen 16S ARNr debido al tamafo del amplicon. Adicionalmente, al ser de
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reciente caracterizacién las secuencias del gen rpoB, se obtienen buenos resultados
cuando se emplean como instrumento de genotipificacion y de filogenia (Karah et al.,
2011, Bou et al., 2011).

1.2.2.1.6 Gen tuF

El gen tuF codifica para el factor de elongacién termoinestable (tuF), un monémero de
393 aminoacidos con actividad de GTPasa muy abundante en las células procariotas 5-
10% de la proteina total celular y esta involucrado en la sintesis de proteinas. Esta
proteina forma un complejo con el aminoacil-tRNA entrando al ribosoma y permitiendo la
sintesis proteica (Weijland et al., 1992).

En 1980 fue identificada por primera vez en E. coli (Krab y Parmeggiani, 2002) y se ha
descrito que se encuentra distribuida universalmente en bacterias Gram positivas y sélo
presentan un gen tuF por genoma. La secuencia de este gen, se ha demostrado ideal
para estudios filogenéticos donde las especies estan muy relacionadas filogenéticamente
(Blaiotta et al., 2008).

Algunos bacterias analizados con este gen incluyen géneros y especies de Streptococcus
(Picard et al., 2004), Lactobacillus (Blaiotta et al., 2008), E. coli (Maheux et al., 2011),
Staphylococcus (Hwang et al., 2011) entre otros.

1.2.2.1.7 Gen rpoA

El gen rpoA codifica para la subunidad alfa de la RNA polimerasa, que presenta un
tamafio de 339 aminoé&cidos y un 70.7% de similitud entre E. coliy B. subtilis (Cho et al.,
1996).

La subunidad alfa es critica para el ensamblaje de la RNA polimerasa y funciona como
control positivo durante el inicio de la transcripcion en E. coli. Ademas juega un papel

importante en la elongacion de la transcripcion (Liu et al., 1996).

La secuenciacion del gen rpoA ha sido utilizada como alternativa del gen 16S rRNA
debido a su alto poder discriminatorio (Naser et al., 2007). Algunas especies identificadas
mediante este gen son: Streptococcus (Park et al., 2010), Lactobacillus (Naser et al.,

2007), Enterococcus (Naser et al., 2005), entre otros.
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1.2.2.1.8 Gen pheS

El gen pheS codifica para la Fenilalanil-tRNA sintetasa, que cataliza la union de la
fenilalanina a su respectivo tRNA para ser depositado posteriormente por el ribosoma en
un péptido naciente, un proceso importante en la transmisién de la informacién genética.
En la actualidad este gen esta siendo estudiado y se ha encontrado que tiene un poder
discriminatorio mayor al gen 16S rRNA (Sarmiento-Rubiano et al., 2010; Naser et al.,
2005; Naser et al., 2007).

1.2.2.1.9 Gen recA

Este gen produce una proteina de 38 kDa que patrticipa en la recombinacion homologa del
ADN (Bazemore et al., 1997), reacciéon que facilita el intercambio de material genético
entre moléculas de ADN homologas (Savir y Tlusty, 2010) y es esencial para el
mantenimiento de la integridad gendmica y para generar diversidad genética, cuando esta
proteina presenta 2 residuos de lisina tiene actividad de ATPasa (Chen et al., 2008).
Ademas presenta algunas funciones bioquimicas como: union de ADN, intercambio de
ADN homologo, hidrélisis de las proteinas LexA, cl y UmuD. Debido a todas estas
funciones se ha propuesto este gen y su proteina como marcador filogenético para
diferenciar especies relacionadas (Torriani et al., 2001).

Algunas especies y géneros estudiados con este gen son: Geobacillus (Weng et al.,
2009), Lactobacillus (Torriani et al., 2001), Burkholderia (Vermis et al., 2002),
Acinetobacter (Krawczyk et al., 2002), entre otros.

1.2.2.1.10 Gen Hsp60

El gen Hsp60 codifica para una proteina de 548 aminoacidos o 60 kDa, involucrada en la
prevencion del dano celular causado por altas temperaturas y tiene una amplia
distribucion, desde bacterias, protozoarios, hongos y humanos (Zeilstra-Ryalls et al.,
1991). En procariotas (E. coli) la proteina Hsp60 es la mas abundante, alrededor del 1.6%
de la proteina celular total a una temperatura de 37°C y es esencial para el crecimiento
celular. Si la temperatura es aumentada a 45°C esta proteina puede aumentar hasta el
15% de la proteina celular total (Johnson et al., 1989)

Las proteinas Hsp60'y Hsp10 forman un operdn en las bacterias, el cual esta presente en

todas las eubacterias y en los organelos celulares como la mitocondria y los cloroplastos
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(Gupta, 1995), se ha sugerido que el gen Hsp60 es un buen candidato para la
identificacibn de bacterias altamente relacionadas (Goh et al., 1996). Algunos de los
géneros y especies bacterianos que han utilizado este gen son: Lactobacillus (Blaiotta et
al., 2008), Staphylococcus y Macrococcus (Kwok y Chow, 2003), Vibrio (Kwok et al.,
2002), entre otros.

1.2.2.2 Ribotipificacion o Ribotyping.

Es una técnica de biologia molecular que utiliza enzimas de restriccidn para cortar en
sitios especificos la secuencia de ADN de las diferentes especies bacterianas
ayudando a generar un patron que es muy util para la identificacion de las especies

bacterianas.

Esta técnica debe su nombre al ribosoma, que es parte de la maquinaria celular que
fabrica proteinas, se encuentran solamente en las células, por lo tanto la
ribotipificacion es un método de identificacion de bacterias, y no es aplicable en los

virus ya que estos no presentan estructura celular (Nelson y Bradley).

Los genes de ADN que codifican el ARNr tienen mucho en comun, incluso en
especies diferentes. Sin embargo, algunas regiones de los genes que codifican el
ARNr son altamente variables, con secuencias muy distintas de una especie a la otra,

o incluso de una cepa bacteriana a otra (Nelson y Bradley).

Los genes que codifican el ARNr se encuentran muy conservados, inclusive entre
bacterias muy distantes filogenéticamente. Mientras que en los eucariontes la mayoria de
los genes consta de una sola copia, en una célula procariota pueden existir varias copias
del operon rrn, encargado de producir el ARNr; por lo tanto, entre mayor numero de
copias del operdn rrn presente una especie bacteriana el ribotipado sera mas
discriminativo. Para establecer la presencia de estos genes, generalmente suelen
emplearse sondas marcadas, que contienen las secuencias de los genes ARNr 23S, 16S
y 5S de Escherichia coli (Zhong et al., 1998).

Las etapas de esta técnica son las siguientes:

e Extraccion del material genético, en la actualidad muchos laboratorios
comercializan kits de extraccion de ADN que permiten obtenerlo con mucha

calidad.
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e EI ADN es cortado mediante el uso de enzimas de restriccion, las cuales reconocen
una secuencia de 4 a 8 nucleé6tidos donde realizan el corte, o que genera
fragmentos de ADN de diferentes longitudes. Las enzimas mayormente empleadas
son: Avrll, Clal, EcoRl, Hindlll, Nar1, Nhel, Notl, Pvul, Rsrl, Sacll y Smal (Bjérkroth
y Korkeala, 1996, Svec et al., 2005).

e Separacion de los fragmentos obtenidos por las enzimas de restriccion mediante
electroforesis.

e Hibridacion DNA-DNA sobre membrana (Southern Blot) para la deteccion de
secuencias de ADN especificas. Los fragmentos obtenidos en la electroforesis se
transfieren a una membrana de nylon o nitrocelulosa, y se fijan mediante un
tratamiento térmico entre 80-85°C si se emplean membranas de nitrocelulosa, y
con luz ultravioleta si se emplean membranas de nylon.

e Desnaturalizacion e hibridacion del ADN con una sonda de ADNc obtenida a partir
de la secuencia de un ARNr de E. coli.

e Marcaje radiactivo con biotina o digoxigenina. En presencia de esta sonda, cada
fragmento de ADN bacteriano contenido en el gen ribosémico se podra visualizar,
obteniéndose un patron con bandas (ribotipo), que puede compararse entre
diferentes especies bacterianas y asi establecer la clasificaciébn taxonémica a nivel
cepa (Zhong et al., 1998).

1.2.2.3 Analisis de perfiles de ADN por amplificacion aleatoria (RAPD)

La técnica se fundamenta en la amplificacion al azar de regiones de ADN extraido de los
microorganismos a identificar mediante la técnica de PCR. Es necesario contar con
informacion sobre las secuencias especificas del microorganismo a tipificar para poder
seleccionar cebadores o cebadores de forma aleatoria. Durante la reaccién de PCR se
usan temperaturas de alineamiento bajas para garantizar el alineamiento de los

cebadores a los productos obtenidos aun cuando exista una o dos bases desapareadas.

El resultado de la amplificacion mediante el uso de este tipo de cebadores es un
conjunto de fragmentos que difieren en su longitud con base en los diferentes sitios de
localizacion de las secuencias complementarias a estos cebadores. Dentro de las
ventajas de esta técnica se puede destacar que los cebadores que utiliza son universales
por lo cual no es necesario disponer de una gran cantidad de ADN, no requiere el uso de
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sondas o hibridaciones; siendo un método relativamente sencillo y rapido (Ruiz y Rodarte,
2003); (Ben Amor et al., 2007). Algunos perfiles de RAPD se han empleado para distinguir
entes cepas de Bifidobacterium (Roy et al., 1996) y entre cepas de L. acidophilus (Du
Plessis y Dicks, 1995).

1.2.2.4 Numero variable de repeticiones en tandem (VNTRs)

En los genomas bacterianos existen muchas secuencias repetitivas. A un grupo de
repeticiones unidas cabeza con cola se le conoce como tandem las cuales tienen un
tamano de entre 8 y 90 pb. Algunos de éstos son polimérficos debido a las variaciones
dadas por el numero de repeticiones y el numero de copias; estos locus se llaman numero
variable de repeticiones en tandem (VNTRs). Los VNTRs difieren de una bacteria a otra,
y son unidades inestables de variacibn del ADN producidos por un error durante la
sintesis de ADN o la reparacion de la doble cadena cuando se presenta un rompimiento.
Estas variaciones son faciles de identificar cuando se presentan tandems de diferentes
longitudes dentro de un mismo locus, siendo mas informativos los locus mientras mayor
variabilidad tengan. Lo anterior podria implicar a los VNTRs como puntos evolutivos y
como resultado son utilizados como marcadores para la tipificaciéon de un gran numero de

especies bacterianas (Chang et al., 2007)

El disefio racional de un esquema de tipificacion mediante VNTRs deberia incluir
marcadores con diferentes niveles de diversidad y poder discriminatorio (Hollender et al.,
2013). Asi, se podrian agrupar los marcadores en dos conjuntos: uno compuesto por
marcadores muy variables, que permitan diferenciar a las distintas cepas, y otro formado
por marcadores mas estables, con baja diversidad, menos discriminativos, para

diferenciar a nivel especie (Whatmore et al., 2006, Le Fleche et al., 2006)

En este andlisis se estudia el numero de repeticiones de distintos loci VNTRs de un

mismo organismo, de forma que se crea un perfil caracteristico del mismo.
Los pasos a seguir en esta técnica son:

e Obtencion del ADN del organismo en estudio, buscando tener buena calidad en el

material genético obtenido.
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e Amplificacion por PCR, la mayoria de estudios realizados por esta metodologia toman
los cebadores de la bibliografia, los cuales deben de permitir la amplificacion de

regiones de distinto tamano en funcién del nUmero de repeticiones.

e Interpretacion de resultados, se busca conocer el tamafo de los amplificados
separandolos por electroforesis, con esto se asignara el numero de repeticiones de

cada amplicon.

e Consulta de resultados, los resultados se compararan con los almacenados en

algunas bases de datos en internet.

1.2.2.5 Electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE)

La electroforesis tipica en geles de agarosa permite la separacion de moléculas de ADN
de hasta 20 kb, sobre este limite la movilidad decrece rapidamente debido a que la
molécula se va atorando en la matriz de agarosa (Maule, 2001), si la concentracién de
agarosa se disminuye a 0.5% se pueden separar bandas de hasta 50 kb. Bajando la
concentracion antes mencionada el gel se vuelve muy fragil y el tiempo de corrida de la
electroforesis aumenta drasticamente. En pruebas realizadas por Fangman (1978), se
demostré que moléculas con mayor peso a 50 kb tienen poca separacion en geles de 0.1
y hasta 0.4% de agarosa durante mas de 18 h.

En 1984, David C. Schwartz y Charles Cantor, disefiaron una metodologia con la cual se
pueden separar moléculas hasta de 10 Mb. En este método se requiere la preparacion del
DNA sin fragmentar, digestion del ADN con endonucleasas de restriccion v,
posteriormente, la separacion de los fragmentos por PFGE y la interpretacion del
bandeado (Schwartz y Cantor, 1984).

La muestra de ADN se pone en un gel de gradiente de agarosa por el cual debe pasar la
molécula de ADN, se utilizan campos eléctricos donde la intensidad varia generando
‘pulsos” alternados. A tensiones elevadas y altas concentraciones de agarosa, las
moléculas de alto peso son atraidas y elongadas hacia el campo eléctrico y comienzan a
migrar en el gel, por los cambios periédicos en el campo eléctrico. Este primer campo es
detenido y un segundo campo en angulo con el primero es activado. Este cambio hace
que el ADN cambie de conformacion y se reoriente para poder migrar hacia el segundo
campo (Kaufmann, 1998), con lo que las moléculas logran separarse.
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1.2.2.6 Secuenciacion de todo el genoma

La secuenciacion es la metodologia que se sigue para conocer el orden en el que se
encuentran las bases en una cadena de ADN o en un amplicon obtenido por medio de
PCR, esta metodologia fue estudiada por Frederick Sanger y colaboradores en los afios
70s (Sanger, 1975, Sanger et al., 1977). La limitacion para hacer una secuenciacion
correcta se encuentra en la capacidad del capilar o del equipo automatizado empleado
para dicho procedimiento, se pueden secuenciar alrededor de 650-700 pares de bases
con buena calidad. Para secuenciar cadenas mas grandes es recomendable desarrollar
iniciadores intermedios para que se puedan generar amplicones con el rango antes

mencionado.
En la actualidad se busca eliminar algunas limitaciones en el proceso de secuenciacién:

¢ Aumentando el nUmero de pares de bases secuenciadas.
¢ Aumentando el nUmero de secuenciaciones en paralelo
¢ Reduciendo tiempos del proceso

e Y aumentando la calidad de los datos obtenidos.

A continuacién se mencionan algunas plataformas en las que se esta trabajando para

eliminar las limitaciones antes mencionadas (Ansorge, 2009):

1.2.2.6.1 Secuenciador de genoma FLX 454 (Roche Applied Science)

Este método se basa en la deteccion de pirofosfato y fue reportado en 1988 (Hyman,
1988), se comercializa para el analisis de 96 muestras en paralelo. El fragmento de ADN
se ligada a adaptadores especificos, con lo cual permite que un fragmento se quede
adherido al micropocillo. Se crea una mezcla de PCR con gotas de agua y los agentes de
PCR inmersos en aceite. Se realiza la amplificacion para obtener una buena intensidad de
sefal de luz generada por quimioluminiscencia. Cuando los ciclos de amplificacion de
PCR se completan antes de la desnaturalizacién, cada micropocillo con su amplificado se
coloca en un chip de fibra Optica el cual permite la transmisién de luz a través de cada
fibra hasta llegar a una camara sensitiva CCD la cual permite la deteccion de la posicion
de la luz emitida. Después se agrega la polimerasa, los cebadores y un nucleétido no
marcado para iniciar la sintesis de la cadena complementaria. La incorporacién de una
base en la cadena creciente por la polimerasa libera un grupo pirofosfato el cual es
detectado por la luz emitida permitiendo conocer cual es el nucle6tido que se agrega en
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cada especie. Este método puede leer alrededor de 400-500 pb y se esta aplicando en la

secuenciacion de genomas bacteriano, animal y humano.

1.2.2.6.2 El analizador de genoma lllumina (Solexa)

Se basa en la secuenciacion por sintesis quimica, con el uso de nuclebtidos terminadores
reversibles, los cuales estdn marcados con colorantes fluorescentes diferentes y una
polimerasa especial capaz de incorporarlos. Los fragmentos de ADN se ligan por ambos
extremos a los adaptadores, y después de la desnaturalizacién uno de los extremos se
liga a un soporte soélido. Este soporte se llena de adaptadores y adaptadores
complementarios. El fragmento inmovilizado crea un puente que se podra hibridar por el

extremo libre con el adaptador complementario.

Se necesita realizar PCR del amplicdn para obtener suficiente intensidad en la sefal
luminosa, después de obtener 1000 copias del amplicon se adiciona a la mezcla de PCR
los nuclettidos terminadores, marcados con colorantes fluorescentes diferentes. Después
de la incorporacion de los nucleétidos, éstos son identificados por la camara CCD gracias
a la fluorescencia. El grupo terminador en el extremo 3’ es removido y se repiten los

ciclos.

En 2008 este sistema fue mejorado con lo que se obtuvo la posibilidad de secuenciar 3Gb
pareadas o 1.5 Gb no pareados y el tiempo de corrida de 36 ciclos bajo a 2 dias para una

lectura simple y 4 dias para una lectura pareada.

1.2.2.6.3 Secuenciacion de nueva generacidon SOLID (The Applied Biosystems ABI
System)

En esta plataforma los fragmentos de ADN se ligan al adaptador y después se unen a
perlas. Una gota de agua en aceite contiene los reactivos de amplificacion y solo un
fragmento unido a una perla es amplificado por PCR. Después de la desnaturalizacidon del
ADN, las perlas se depositan sobre una superficie soporte de vidrio. En un primer paso, el
cebador se hibrida con el adaptador, después una mezcla de octdmeros de
oligonucle6tidos también se hibrida a los fragmentos de ADN y se afiade la mezcla de
union. En estos octameros, el doblete de bases cuarta y quinta se caracteriza por uno de

los cuatro marcadores fluorescentes al final de la octamero.
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Después de la deteccion de la fluorescencia de las bases 4 y 5 marcadas, se determina la
secuencia. Los oligonucleétidos ligados al octdmero son cortados después de la quinta
base, eliminando la etiqueta fluorescente, entonces los ciclos de hibridacion vy la ligadura
se repiten, esta vez en las bases 9 y 10 en la secuencia y después en la 14 y 15 y asi
sucesivamente. Las secuencias se pueden determinar en paralelo para mas de 50
millones de perlas, lo que resulta en un rendimiento muy alto del orden de Gb por corrida.
En 2008 se lanz6 una actualizacion de este sistema, el cual aumenta la secuenciacion de

3Gb a 10Gb por corrida y reduce los tiempos de 8.5 a 4.5 dias.

1.2.2.7 Secuenciacién aleatoria de todo el genoma tipo escopeta (shotgun)

Este método requiere de la fragmentacion del ADN en forma aleatoria, estos fragmentos
se solapan entre si generando redundancia, la cual posteriormente ayuda para corregir
los errores que pudieran ocasionarse durante la secuenciacion. Los principales pasos de

esta técnica son (Staden, 1979):

e Construccion del mapa fisico: EI ADN se aisla y se fragmenta alrededor de 150 kb
aproximadamente por métodos fisicos 0 enzimas de restriccién. Estos fragmentos
son clonados en diferentes tipos de vectores: cromosomas artificiales de levaduras
(YAC), cromosomas artificiales de bacterias (BAC) o cromosomas artificiales del
vector P1 (PAC), estas clonas se ordenan en librerias con ayuda de pequenas
secuencias unicas como los sitios de corte de las enzimas de restriccion (Martinez,
2004).

e Seleccion de los clones: se escoge el menor numero posible de clonas en las que
esté contenido todo el genoma, evitando escoger los que presenten alguna

delecién o clonaciones quiméricas

e Construccion de las librerias al azar de subclones: se purifica el ADN de los clones
escogidos, se fragmenta por sonicacién, se separan y se escogen los que estan en
un rango de 2 a 5 kb y se clonan en vectores derivados del bacteriéfago M13.

e Secuenciacion al azar: el ADN de los subclones es secuenciado hasta generar una
cantidad suficiente de secuencia redundante con respecto al inserto en el clon
original, las secuencias se ensamblan in silico mediante los solapamientos

detectados generando una secuencia contigua o contig.

20



Fase de secuenciacién dirigida: después de la generacion de los contigs, se
pueden presentar discontinuidades entre las secuencias, zonas donde el
ensamblaje fue errébneo. Esto puede resolverse secuenciando subclones
adicionales o mediante la secuenciacion directa del DNA del problema con

iniciadores especificos.

Verificacion de la secuencia: Se analiza la secuencia generada para determinar las
presencia y el orden correcto de los marcadores conocidos de ese clon; sitios de
corte de las enzimas de restriccion, genes previamente localizados, etc. Y asi

eliminar los errores producidos en la secuenciacion.

Ensamblaje de la secuencia del genoma: se sigue el orden del mapa fisico y se
ensamblan las secuencias de los clones, generando la secuencia completa del

genoma.

1.2.2.8 Secuenciacidn al azar de todo el genoma

Esta técnica es mas sencilla que la anterior, ya que elimina el uso de clones y la

realizacion de un mapa fisico, esta metodologia utiliza lecturas obtenidas al azar dentro

de todo el genoma.

Los pasos de esta metodologia son los siguientes:

Obtencion del ADN vy ruptura por métodos fisicos y enzimas de restriccion al azar

de dicho genoma.

Construccidon de librerias de diferentes tamanos (2, 10 y 50 kb). Se obtiene la
secuencia de los extremo de los fragmentos clonados hasta que se ha obtenido

una elevada redundancia.

Se ensamblan las lecturas y se analizan mediante programas informaticos, sobre
los fragmentos de 2 kb se realiza la mayor parte de la secuenciacion, los de 10 kb
suministran parejas de lecturas que son esenciales para la construcciéon de los
contigs y para deducir la orientacion y el orden, y los de 50 kb, permiten obtener
parejas de lecturas muy alejadas entre si que son necesarias para evitar los

problemas derivados de bloques de secuencias repetidas.
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1.2.2.9 Analisis de secuencias multilocus o MLSA (Multiloccus Sequence Analysis)

La identificacidén y clasificacidbn de nuevas especies bacterianas se basa en un enfoque
polifasico de caracterizacion fenotipica (crecimiento y morfologia), quimio taxondémica
(Yemol G+C, composicion de lipidos y acidos grasos), genotipica (hibridacibn cromosomal
DNA-DNA (DDH)) y filogenética (analisis de la secuencia del gen 16S rRNA). Sin
embargo, se ha evidenciado que muchas de estas técnicas no permiten la discriminacién
a nivel de especie, por lo cual nuevas metodologias para la sistematizacién de bacterias
se han implementado con la finalidad de mejorar la eficiencia y precision en la

identificacion de nuevas especies bacterianas (Ng et al., 2013).

Recientemente el analisis de multiples genes constitutivos que codifican para proteinas se
ha convertido en una herramienta ampliamente utilizada para la investigacion de
relaciones taxondmicas. El uso de la informacién de la comparacién y combinacion de
multiples genes puede dar una vision global confiable de la relacion inter-organismos
(Martens et al., 2008). Es asi que el andlisis de secuencias multilocus (MLSA) compara
las secuencias de multiples loci que codifican para proteinas para evaluar la diversidad y
la relacion de diferentes aislados a través de un grupo taxonémico relacionado, utilizando

un enfoque filogenético o cladistico apropiado (Naser et al., 2005).

Consiste en evaluar entre 5 y 7 genes constitutivos, concatenando las secuencias
particionadas de un conjunto de organismos como un grupo, generando una “supermatriz”
utilizada para inferir la filogenia de bacterias cercanas, tomando en consideracion los
criterios distancia-matriz o el de optimizacién. Con esta técnica, se ha demostrado una
mejora en la resolucién taxondmica durante la clasificacién a nivel especie debido al gran
numero de caracteres que se analizan, disminuyendo también la sensibilidad de sefales
contradictorias (incongruencias filogenéticas) que se presentan por la transferencia
horizontal de genes

Sin embargo, se ha resaltado que la concatenacion de todos los alineamientos de
secuencias disponibles, se pierde la evidencia de sefales en conflicto de la filogenética
en los datos particionados asi como también la posibilidad de descubrir los procesos
evolutivos que dieron origen a estas sefales contradictorias; un punto muy importante en
el ambito microbiano donde las sefiales mas marcadas se deben a la existencia de

transferencia horizontal de genes (Vinuesa, 2010).
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Algunas de los géneros estudiados por este método son: Edwarsiella (Abayneh et al.,
2012), Enterococcus (Naser et al., 2005), E. coli (Danzeisen et al., 2013), Xanthomonas
(Young et al., 2008) y Bradyrhizobium (Vinuesa et al., 2008).

1.2.2.10 Tipificacion por Multilocus (MLST)

En las bacterias el material genético esta constituido por una molécula de ADN circular
(entre 0.5 y 10 millones de pares de bases) y, ademas, por un conjunto variable en
namero de moléculas relativamente pequefias de ADN circular (5 a 100 mil pares de
bases) denominadas plasmidos (Orellana, 2002).

La MLST es un procedimiento robusto para caracterizar cepas de especies bacterianas
mediante las secuencias de los fragmentos internos, en general, siete genes de
mantenimiento, se utiliza principalmente en epidemiologia molecular. Se utilizan
fragmentos internos de aproximadamente 450-500 pb de cada gen, ya que pueden ser
secuenciadas con precisibn ambas cadenas usando un secuenciador de ADN
automatizado. Para cada gen de mantenimiento, las secuencias diferentes presentes en
una especie bacteriana son asignadas como alelos diferentes y, para cada aislamiento,
los alelos en cada uno de los siete loci definen el perfil alélico o secuencia tipo (MLST).
Los loci seleccionados son genes constitutivos, que evolucionan lentamente en escala de
tiempo evolutivo, por lo tanto son marcadores robustos de ancestros modernos y
antiguos. La secuenciacidon de varios locus permite un balance entre la viabilidad y

resolucidn de la técnica (Ahmed et al., 2006).

El uso de la MLST como método para la caracterizacion bacteriana proporciona beneficios

como:

e Mejor conocimiento de la biologia, poblacién y evolucion bacteriana (Maiden et al.,
1991).

e Aumenta disponibilidad y disminuye el costo de la determinacion de la secuencia
de nucledtidos (Maiden, 2000).

Los datos se pueden revisar instantaneamente en las bases de datos alojadas en
Internet, permitiendo un intercambio eficaz de la informacion (Chan et al., 2001). Estos
datos son de acceso libre y permiten ser usados como guias para la comparacion directa
de bacterias aisladas, sin requerir el intercambio potencialmente peligroso de los aislados

o reactivos especializados, brindando en general un lenguaje comun para la identificacidén
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bacteriana (Maiden, 2006). Algunas de las especies que ya han sido estudiados por este
método son: Vibrio, Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Helicobacter
pylori, Clostridium botulinum'y Bacillus cereus entre otros. En las bases de datos de MLST
sOlo existen 2 datos para Lactobacillus. Se realizd una busqueda en la pagina de PubMed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) con las palabras Lactobacillus y MLST el cual sélo
arrojo 14 resultados, de los cuales 13 corresponden a estudios donde se identificd al
menos una especie de Lactobacillus por el método de MLST, en ningun caso los

cebadores fueron universales para las especies de Lb.
1.3 Phylum firmicutes

Se encuentra conformado por aproximadamente 26 familias y 223 géneros, compartiendo
como caracteristica principal la de poseer un bajo contenido de G+C% (<50%). La
mayoria de los géneros son Gram-positivos de pared celular rigida con acidos muramicos
y teicoicos, ademas de algunos géneros Gram- negativos. La morfologia es diversa, las
células pueden ser esféricas, bacilares rectas, curvadas o helicoidades, con o sin flagelos;
ademas de presentar la capacidad de producir endosporas. El phylum engloba
organismos aerobios, facultativos, anaerobios y anaerobios estrictos. Algunos miembros
son termofilos y/o haldfilos, la mayoria quimiorgandétrofos, algunos fotoheterotrofos
anoxigénicos; con crecimiento principalmente a pH neutro, mientras que otros son

aciddfilos o alcalin6filos (Schleifer, 2009).

Los integrantes principales que conforman este phylum, considerando la clasificacion
taxonoémica mas recientes son las clases Bacilli (Firmibacteria), Clostridia, Erysipelotrichia,
Negativicutes, Thermolithobacteria www.bacterio.cict.fr (Euzéby, 2008)

Clase I: Bacilli
Orden Bacillales

Dentro de éste, la familia Bacillaceae es la mas grande, siendo el género Bacillus el mas
abundante y con la caracteristica de ser formadores de endosporas. En general se
distinguen por ser microorganismos quimioheterétrofos, de forma bacilar, con respiracion
aerobia (algunos utilizan los nitratos) y méviles debido a la presencia de flagelos
peritricos. (Leboffe y Pierce, 2012).

Orden Lactobacillales
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Se conforma por bacilos y cocos Gram-positivos, no formadores de endosporas,
usualmente anaerobios facultativos y catalasa negativos. Incluye a las familias
Lactobacillaceae, Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaceae,
Leuconostocaceae y Streptococcaceae; las cuales forman parte del grupo de organismos

ampliamente distribuidos y estudiados, las bacterias acido lacticas (BAL).
Clase lI: Clostridia

Esta clase resulta muy diversa desde las perspectivas fenotipica, quimiotaxondémica,
fisiologica y ecologica. Contiene tanto organismos Gram- positivos como Gram-negativos;
siendo  representada por los Ordenes  Clostridiales,  Halanaerobiales 'y

Thermoanaerobacterales.
Clase lll: Erysipelotrichia

En la clasificacidn mas reciente, se incluye a este orden como parte del phylum debido al
analisis de secuencias del 16S rRNA, debido a lo cual sélo se incluye a la familia
Erysipelotrichaceae y sus ocho géneros. Se caracterizan por ser bacilos delgados con
estructura en su pared celular caracteristica de bacterias Gram-positivas, no producen
endosporas, pueden ser aerobios y/o anaerobios facultativos, quimiorganétrofos, con

metabolismo respiratorio y/o débilmente fermentativo, ademas de carecer de citocromos.

1.3.1 Bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas (BAL) engloban un grupo heterogéneo de microorganismos
que tienen como caracteristica comun, la produccion de éacido lactico como principal
producto de la fermentacion de carbohidratos (Carr et al., 2002). Las BAL son bacterias
Gram-positivas con morfologia de coco o bacilo, no formadoras de esporas, acido
tolerantes, anaerobios facultativos, carentes de catalasa y desprovistas de citocromos.
Con base en la clasificacion taxon6mica mas reciente, pertenecen al phylum Firmicutes,
clase Bacilli y orden Lactobacillales. Las BAL incluyen a los géneros Lactobacillus,
Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, Oenococcus y Leuconostoc
(Giraffa et al., 2010). Los mas representativos y sus caracteristicas principales se enlistan
en la Tabla | (Salminen y Von Wright, 2004).
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Tabla 1. Géneros mas comunes de Bacterias acido lacticas (BAL) y sus caracteristicas

Caracteristicas

Familia Género Crecimiento <
CO2 a partir Acido
Forma de Lictl
e glucosa actico
9 10°C 45°C 6.5% NaCl | 18% NaCl pH 4.4 pH 9.0
Aerococcaceae Aerococcus Cocos (tétrada) - + - + - - + L
Carnobacteriaceae | Carnobacterium Bacilos - + - ND - ND - L
Enterococcus Cocos - + + + - + + L
Enterococcaceae Tetrageonococcus | Cocos (tétrada) + - + + Variable +
Vagococcus Cocos + - - - -
Lactobacillus Bacilos Variable Variable Variable Variable - Variable - D, L, DL
Lactobacillaceae
Pediococcus Cocos (tétrada) - Variable | Variable Variable - + - L, DL
Leuconostoc Cocos + + - Variable - Variable - D
Leuconostocaceae | Oenococcus + + - Variable - Variable - D
Weisella + + - Variable - Variable - D, DL
Lactococcus Cocos - + - - - Variable - L
Streptococcaceae
Streptococcus - - Variable - - - - L

ND= No determinado
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Con excepcidon de algunas especies, a los miembros que conforman las BAL se les
considera como organismos seguros, no patdégenos y son conocidos como GRAS (por
sus siglas en inglés, Generally Recognized as Safe) por la FDA, principalmente aquellos
pertenecientes a los géneros Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus,
Oenococcus, Enterococcus 'y Leuconostoc (Mayo et al., 2010). Desde un punto de vista
bioquimico, las BAL incluyen organismos tanto homofermentativos cuyo principal
producto es acido lactico, como heterofermentativos, producen adicionalmente otros
compuestos como acido acético, etanol, CO2 y acido formico como producto de la

fermentacion (Kleerebezem y Hugenholtz, 2003).

Son organismos fermentativos, que residen de forma natural o se afaden
intencionalmente en ambientes ricos donde los carbohidratos y proteinas se encuentran
en proporciones altas; de tal manera que pueden encontrase en medios como la leche,
productos lacteos, vegetales y plantas, cereales, carnes y sus derivados, etc.
Adicionalmente, muchas especies se emplean en la elaboracion y preservacion de
alimentos fermentados, donde pueden estar presentes como microorganismos
contaminantes o ser anadidos como cultivos iniciadores para llevar un control del
proceso fermentativo; teniendo los procesos enzimaticos de las BAL un papel muy
importante, al contribuir con las caracteristicas organolépticas, reoldgicas y nutricionales
de éstos alimentos (Mesas et al.,, 2006). Las BAL genéticamente modificadas son
utilizadas ampliamente para la produccion de alimentos fermentados, probidticos y
vacunas vivas (Yang y Chang, 2011).

1.3.2 Género Lactobacillus

Este género representa el grupo mas grande dentro de la familia Lactobacillaceae con
mas de 150 especies y subespecies www.bacterio.cict.fr (Euzéby, 2008). Los miembros
del género son inméviles, no productores de esporas, tienen forma bacilar que puede
ser desde células alargadas y muy delgadas hasta cocobacilos cortos dependiendo de

las condiciones de crecimiento, a menudo se encuentran organizados en cadenas.

En general, los lactobacilos son microaerofilicos, teniendo un mejor crecimiento bajo
condiciones de anaerobiosis o0 con baja presidn de oxigeno y un pequefo porcentaje de
CO2 (De Vuyst, 2000, Klein et al., 1998). Con base en la fermentacién de los
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carbohidratos, se pueden distinguir tres grupos: (Pot et al.,, 1994, Hammes y Vogel,
1995, Curry y Crow, 2002).

e Homofermentativos obligados: fermentan las hexosas casi por completo
produciendo acido lactico, mientras que las pentosas y el gluconato no son
fermentados.

e Heterofermentativos facultativos: fermentan las hexosas generando acido lactico,
pero bajo condiciones limitantes producen adicionalmente también acido acético,
etanol y acido férmico; asimismo las pentosas son fermentadas en &cido lactico y
acético.

e Heterofermentativos obligados: fermentan las hexosas y producen acido lactico,
COg2, &cido acético y/o etanol; mientras que las pentosas generan acido lactico y
aceético.

Debido a su actividad metabdlica toleran los medios acidos y crecen en un rango de pH
gue va desde 6.8 a 4.5. Se pueden encontrar en gran variedad de nichos ecolégicos,
plantas, animales y leche cruda (Hammes y Vogel, 1995), ademas de algunos insectos.
Su amplia distribucion se debe, principalmente, a su gran versatilidad metabdlica. Los
hébitats naturales son el tracto gastrointestinal y urogenital de humanos y animales, el
suelo, las plantas y alimentos fermentados; como un organismo deseable (leche, carne,
vegetales, cereales) o como contaminante (cerveza, algunos productos carnicos y
lacteos fermentados, pescados, mezclas de frutas y verduras) (Limsowtin et al., 2002).
Ademas, se le atribuyen propiedades profilacticas, terapéuticas y probio6ticas. En los
ultimos afnos ha tenido una gran aplicacion biotecnolégica para la obtencién de
productos de alto valor agregado, el uso de algunas cepas de éste género permite
aprovechar subproductos del camardén como quitina y quitosano (Shirai Matsumoto,
1999).

1.4 Importancia de la bacteria spB2

En México y en el mundo se produce una gran cantidad de desechos de camaron; su
captura alcanza internacionalmente 3.4 millones de toneladas (Gillett, 2008). En nuestro
pais esta cifra va desde 62,000 a 74,000 toneladas anualmente (An6nimo, 2011), y se
calcula que los desechos (cabeza y toérax) son del 35-45% del peso total (Cira et al.,
2002).
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De estos subproductos, solamente el 5% es utilizado en la alimentacién animal, el resto,
es desechado, provocando un serio problema de contaminacion (Cira et al., 2002). Los
desechos de camardn representan una fuente rica en productos con alto valor agregado
como: pigmentos, proteinas (Gimeno et al., 2007), quitina y quitosano (Pacheco et al.,
2011).

En los desechos de camarén la quitina estd combinada con proteinas que forman una
matriz, que se encuentra calcificada y forma exoesqueletos duros; también contiene
lipidos provenientes de residuos de musculo, pigmentos como astaxantina y algunos

ésteres.

El método quimico tradicional para la extraccidbn de quitina y quitosano consta de 3

pasos basicos:

e Desproteinizacion: separacion de proteinas, con un tratamiento alcali,
principalmente se utiliza NaOH 1 M, con duraciéon de 1 a 72 h y un rango de
temperatura de 65-100°C.

e Desmineralizacién: eliminacion de carbonato y fosfato de calcio por un
tratamiento con HCI 0.27-2 M durante 1- 48 h y con un rango de temperatura 0-
100°C.

e Blanqueamiento quimico para la obtencion de un producto incoloro. Mezcla de

cloroformo:metanol:agua, 1:2:4 a 25°C, para la remocion de pigmentos.

Para la produccion de 1 kg de quitosano 70% desacetilado a partir de desecho de
camardn se requieren: 6.3 kg de HCI, 1.8 kg de NaOH, 0.5 toneladas de agua para el
proceso y 0.9 toneladas de agua para enfriamiento. Debido al alto costo de produccion
el precio del quitosano en pequenas cantidades en el afio 2000 era de 7.5 USD/10 g
(Ravi Kumar, 2000). La quitina y el quitosano son comercialmente importantes debido a
su alto contenido de nitrbgeno (6,89%). Ademas son sustituyentes potenciales de
algunos polimeros sintéticos debido a sus excelentes propiedades, tales como

biocompatibilidad, biodegradabilidad, toxicidad nula, entre otras (Parada et al., 2004).

Como una opcidn para disminuir la contaminacion por los desechos quimicos se utiliza
el ensilaje o fermentacidn biolégica que permite la recuperacion de los demas productos
de valor agregado, siendo una alternativa menos nociva para el medio ambiente (Islas-

Enriquez, 2010) y de menor costo ademas permite mejorar la calidad del polimero
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obtenido (mayor peso molecular e indice de cristalinidad) comparado con el método
quimico tradicional (Pacheco et al., 2011). En este proceso es necesario el uso de
bacterias acido lacticas del género Lactobacillus como la bacteria spB2, las cuales
producen acido lactico in situ. El ensilado y produccion de &cido lactico inducen la
licuefaccidon de los desechos de camardn, ademas de disminuir el pH. Un efecto
colateral es la desmineralizacion y precipitacién parcial de los iones de calcio como
lactato de calcio (Gimeno et al., 2007). Este proceso da como resultado un licor rico en
proteinas, minerales y carotenoides, ademas de una fraccién soélida rica en quitina

(Islas-Enriquez, 2010).

Se ha propuesto la posible sustitucion de alcalis y acidos por proteasas y exoenzimas
bacterianas (Xu et al., 2008, Sini et al., 2007), lo cual ayudaria a abaratar costos y

eliminar la contaminacion producida al medio ambiente por el uso del método quimico.
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2 ANTECEDENTES

Se ha demostrado que la identificacién por el MLSA es un método muy robusto y
se esta volviendo indispensable para la identificacion bacteriana.

La base de datos LPSN, (Lista de Nombres de Procariotas con Base en la
Nomenclatura, http://www.bacterio.cict.fr), muestra que existen, hasta la fecha,
212 especies y 29 subespecies del género Lactobacillus, de las cuales, solo 158
tienen secuencias de referencia del gen 16S rRNA.

Existen muy pocos estudios de MLSA, dentro de los cuales aun no se desarrolla
un método universal para la identificacion de Lactobacillus. En una busqueda
realizada en la base de datos de publicaciones Pubmed del NIH, solo se
encontraron 2 estudios, el primero para L. fermentum 'y L. plantarum utilizando
los genes rpoA, pheS y atpA (Oguntoyinbo y Narbad, 2012), y el segundo mas
parecido a MLST donde identificaron a L. reuteri utilizando los genes ddl, pkt,
leuS, gyrB, ditA, rpoA y recA (Oh et al., 2010) y 3 estudios que plantean el
cambio de nombre de algunas especies.

Se han desarrollado estudios de MLST para los siguientes lactobacilos

Tabla 2. Especies de Lactobacillus identificadas mediante el método MLST

Especie estudiada Referencia
L. acidophilus (Ramachandran et al., 2013)
L. casei (Cai et al., 2007)
L. delbrueckii (Adimpong et al., 2013, Tanigawa y Watanabe, 2011)
L. johnsonii (Buhnik-Rosenblau et al., 2012)
L. paracasei (Parolo et al., 2011)
L. plantarum (Gosiewski et al., 2012, Strus et al., 2012, Tanganurat et al., 2009, de
Las Rivas et al., 2006)
L. sakei (Chaillou et al., 2013)
L. salivarius (Raftis et al., 2011)
L. sanfranciscensis (Picozzi et al., 2010)

El uso de la bacteria spB2 para la obtencion de quitina, ayuda a disminuir la
contaminacion generada por los desechos y el uso del método quimico en la
extraccion de este polimero. El método biolégico, que involucra la utilizacion de
la bacteria spB2 ha demostrado ser una buena alternativa frente al método

qguimico para la extraccion de productos de alto valor agregado.

Estudios de MLST, realizados en 2012, con cebadores especificos para L.

plantarum y O. oenos, no permitieron la amplificacion de ningun gen.
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3 JUSTIFICACION O RELEVANCIA DEL ESTUDIO

e La identificacidn de una bacteria y, en especial, de una que presente beneficios
econdmicos es determinante para la publicacion de los resultados y el posible
desarrollo de patentes.

e La gran mayoria de las especies de Lactobacillus reportadas so6lo se han
identificado por métodos bioquimicos tradicionales, lo que ha ocasionado que la
informacion sea redundante y con bajo grado de confiabilidad. Por ello, la
implementacion de la MLSA para la identificacibn bacteriana permitira la
identificacidn mas exacta y con mayor confiabilidad de posibles nuevas especies;
ademas de la reubicacién taxondmica de aquellas que han sido indebidamente
clasificadas.

e EI MLSA en la actualidad es uno de los mejores sistemas de identificacién
bacteriana, ya que permite caracterizar e identificar con buena efectividad
especies de un género especifico.

e El desarrollo de sistemas MLSA para todos los tipos bacterianos es una
prioridad, cientifica e industrial ya que se evitarian problemas de propiedad
industrial y de resultados de investigaciones cientificas.

4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Durante los estudios de recuperacion de productos de alto valor agregado a partir de
desechos de camar6n, mediante la fermentacibn con una bacteria acido-lactica
realizados en el laboratorio de Biopolimeros de la UAM, no se ha podido determinar
hasta la fecha, la localizacidén taxondmica de la bacteria lactica utilizada en dicho

proceso, ya que presenta similitudes bioquimicas con especies relacionadas.

En el afo 2012, se intentd realizar una caracterizacibn molecular mediante
amplificacion de la region 16S ribosomal y algunos genes constitutivos, de acuerdo a de
Las Rivas et al. (de Las Rivas et al, 2006), en donde se obtuvo solamente la
amplificacién de la region 16S y se comprob6 que se trata de un lactobacilo, sin poder

determinar la especie.
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5 HIPOTESIS

El desarrollo de una estrategia MLSA para Lactobacillus sp. permitira caracterizar e
identificar la especie de la cepa bacteriana utilizada para la fermentacion de residuos de

camarén y otras bacterias lacticas que no han sido caracterizadas plenamente.
6 OBJETIVO GENERAL

Disefiar y montar la técnica MLSA para caracterizar bacterias lacticas del genero

Lactobacillus.
7 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Re-aislamiento de la cepa de Lactobacillus spB2.

e Determinar el mejor medio de crecimiento para la bacteria spB2.

e Determinar por pruebas bioquimicas y de fermentacién de carbohidratos el
género de la bacteria spB2

e Determinar el mejor método para la extraccion y almacenamiento de material
genético.

e Hacer un estudio in silico para determinar a los mejores blancos de amplificacién,
diseno de cebadores para la amplificacion de genes “house keeping” y desarrollo
de la amplificacion de locus multiples.

e Estandarizar la amplificacion de los genes escogidos.

e Analisis in silico de los resultados obtenidos para confirmar el género y

determinar la especie bacteriana.
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8 MATERIAL Y METODOS

8.1 Preparacion de medios

Se utilizaron dos medios de cultivo diferentes para seleccionar aquel que permitiera
obtener el mayor crecimiento bacteriano: MRS (Man, Rogosa y Sharpe) (De Man et al.,
1960) y M17 (Terzaghi y Sandine, 1975), los componentes se muestran en la Tabla 1
(Anexo 1). Asimismo, el medio MRS se probé como medio basal, suplementado con los
carbohidratos; lactosa y glucosa.

8.2 Crecimiento de las cepas

Las cepas se cultivaron en medios liquidos M17 y MRS pH 6.8, a 37°C, sin agitacion,
durante 24 horas para su reactivacion. Posteriormente se sembraron por estria cruzada

en medios sélidos para el correcto aislamiento de las mismas.
8.3 Tincion de Gram

De la caja proporcionada para el estudio se realizd la tincibn de Gram. En un
portaobjetos se agregd una gota de agua. Con el asa bacteriolégica se tom6 una
colonia aislada y deposité en la gota de agua para esparcir la muestra. Finalmente se
fijo la preparacion bacteriana pasandola por la flama de un mechero para agregar los

colorantes en el siguiente orden:

o Cristal violeta 1 gota, se dej6 actuar durante 1 minuto. Se lavo con agua.

e Lugol 1 gota, la cual se dej6 actuar durante 1 minuto.

e Mezcla Alcohol/Acetona 70/30, se inclind el portaobjetos y se agreg6 la mezcla
gota a gota, se lavd inmediatamente con agua.

e Safranina 1 gota, actuando durante 1 minuto, se lavd, seco y observaron al

microscopio los frotis bacterianos.
8.4 Aislamiento de la cepa bacteriana

A partir de la caja proporcionada, se tomé una colonia de la bacteria lactica, se puso a
crecer en medio MRS liquido durante 24 h, se resembr6 en una caja de agar MRS para
tener colonias aisladas. Debido a que la muestra observada presentaba dos
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morfologias diferentes, cocos y bacilos, se realizaron los pasos de dilucion y tincién de

Gram hasta que se logrd obtener una caja con colonias puras aisladas.
8.5 Cinética de crecimiento

A partir de un cultivo puro, se tomaron varias colonias y diluyeron en 3 ml de medio
MRS hasta una turbidez correspondiente al 0.5 de McFarland. Se inocularon 50 ul en
un matraz con 50 ml de medio MRS. El crecimiento fue monitoreado durante cada hora
a una longitud de 620 nm hasta las 24 h (se realizaron diluciones decimales a partir de
la 10% h), y registrando la densidad después de transcurrir 36 y 40 h de crecimiento. El
descenso en el pH fue monitoreado durante el mismo tiempo. Ambos ensayos se
llevaron a cabo por duplicado.

8.6 Pruebas Bioquimicas

Con el propoésito de identificar el género de la especie problema se realizaron pruebas
bioquimicas tradicionales que permitieran corroborar su pertenencia al grupo de las
BAL y para establecer la correspondencia con el género Lactobacillus se evalud la
motilidad y fermentacién de diferentes azucares; determinandose el perfil bioquimico
con base en el manual de Bergey’'s. La bacteria problema y la bacteria referencia (L.
plantarum) se propagaron previamente en dos ocasiones en caldo MRS, usandose en
las pruebas un cultivo con 12-18 h de crecimiento. Se corrobor6 la morfologia mediante

la tincion de Gram.

8.6.1 Catalasa

Esta prueba detecta la produccidén de la enzima catalasa, la cual rompe el peréxido de
hidrbgeno en oxigeno y agua, que se aprecia por la generacidon de burbujas. Una
colonia aislada fue colocada en un portaobjetos, se agregaron 3 gotas de H202 al 3% y
observé la presencia y/o ausencia de burbujeo durante dicha reaccién (Taylor y
Achanzar, 1972).

8.6.2 Oxidasa

La prueba esta disefiada para identificar la presencia de la enzima citocromo C oxidasa.

Esta enzima tiene la capacidad no sélo de oxidar el Citocromo C, sino también de

35



catalizar la reduccion de los citocromo ¢ por accion de un agente cromogénico reductor
llamado tetrametil-p-fenilendiamina, que desarrolla un color azul cuando esta oxidado.
Por lo tanto, un cambio repentino en el color se produce en segundos si el agente
reductor es oxidado, indicando que la enzima citocromo ¢ oxidasa esta presente. La
ausencia de cambio de color dentro de un tiempo designado significa que la enzima no

esta presente y la prueba se considera negativa (Leboffe y Pierce, 2012).

Para realizar la prueba, se emplearon los discos comerciales de oxidasa (Fluka 70439),
y con un asa bacteriol6gica se esparcié una colonia aislada en el disco impregnado del
reactivo de oxidasa. Se observo el desarrollo de un color morado oscuro después de 2

minutos, que indicara la presencia o ausencia de la enzima (Jurtshuk y McQuitty, 1976).

8.6.3 Crecimiento en medio MRS a 20° y 45 °C

La habilidad que presentan las bacterias lacticas para desarrollarse a diferentes
temperaturas permite una primera discriminaciébn a nivel género que permita una
aproximacién mayor para la identificacidbn de una especie bacteriana. Las temperaturas
gue mas se emplean en esta primera caracterizacion son el crecimiento a 4°C, 10°C,
20°C, 37°C y 45°C en medio MRS durante 7-10 dias en el caso de las menores

temperaturas y de 48 hh-5 dias para las temperaturas restantes.

Tubos con medio MRS se inocularon a partir de cultivos de las bacterias en estudio. Se
colocaron en incubadoras a la temperatura seleccionada y se observo la presencia y/o

ausencia de crecimiento durante 24 h.

8.6.4 Produccion de gas en medio MRS a 20° y 45°C

La produccion de gas (CO2) a partir de glucosa, permite la clasificacion de las bacterias
acido lacticas como homofermentativas y heterofermentativas. La prueba se realiza
generalmente en medio MRS modificado (con citrato diamoénico que reemplaza al

sulfato de amonio) conteniendo tubos invertidos de Durham (Samelis et al., 1994).

Para la prueba, tubos con medio MRS con campanas de Durham fueron inoculados a
partir de cultivos de las bacterias en estudio. Se colocaron en incubadoras a la
temperatura seleccionada, se registré el crecimiento y la presencia y/o ausencia de

burbujas de gas (COz2) en el interior de las campanas de Durham durante 24-48 h.
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8.6.5 Crecimiento en medio MRS en presencia de 6.5% de NaCl

La tolerancia de la bacterias lacticas a diferentes concentraciones salinas se evalua al
adicionar un porcentaje de cloruro de sodio (NaCl; 4-10%p/v) en medio MRS vy
determinando el crecimiento celular incluso después de transcurrir 5-7 dias. Aquellas
cepas tolerantes podran desarrollarse durante las 24 h, requiriéndose un mayor tiempo

en el caso de otras.

Para evaluar esta capacidad, las bacterias en estudio fueron inoculadas en medio MRS

adicionado con 6.5% de NaCl, durante 24-48 h a una temperatura de 35+2°C.

8.6.6 Crecimiento en condiciones de anaerobiosis

Se inocularon los tubos con medio MRS a partir de un cultivo no mayor a 18 h de
crecimiento de las bacterias estudiadas. Los tubos se incubaron en jarras bajo

condiciones de anaerobiosis (GasPak System, BBL) durante 24-48 h a 35+ 2°C.

8.6.7 Capacidad de Acidificacidén y coagulacion en medio Litmus Milk
(leche tornasol)

La Leche Tornasol o Litmus Milk, es un medio indefinido que contiene leche
descremada y el indicador de pH azolitmin. La leche descremada proporciona
nutrientes para el crecimiento, lactosa para la fermentacién y proteinas en forma de
caseinas. El azolitmin (litmus) es de color rosa a pH 4.5 y azul a pH 8.3, entre estos

extremos presenta una coloracion morada.

En este medio se producen cuatro reacciones basicas: 1) Fermentacion de la lactosa, 2)
Reduccion del Litmus, 3) Coagulacion de caseinas e 4) Hidrélisis de caseinas. En
combinacion estas reacciones producen una variedad de resultados, cada uno de los

cuales se utilizan para diferenciar bacterias.

La fermentacion de la lactosa acidifica el medio y torna el Litmus rosa. Esta reaccidn
acida, inicia con la hidrélisis del disacarido en sus monosacéaridos constituyentes,
glucosa y galactosa, por accion de la enzima galactosidasa. El acido acumulado puede
ocasionar la precipitacion de las caseinas y la formacion de un coagulo acido, que
solidifican el medio y pueden aparecer de color rosa o blanco con una banda de color

rosa en la parte superior, dependiendo del estado de 6xido-reduccion del Litmus. Los
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coagulos acidos se pueden disolver en condiciones alcalinas. La visualizacion de
grietas o fisuras en el coagulo, evidencian la produccion de gas. La produccion
excesiva de gas rompe los coagulos, y produce el fenbmeno denominado
fermentacion tempestuosa.

Ademas de ser un indicador de pH, el Litmus, es un indicador de potencial En
(oxidacién-reduccién), en estado reducido es de color blanco mientras que oxidado es
morado o purpura. Si el Litmus se reduce durante la fermentacion de la lactosa, el
medio se volvera blanco en la parte inferior del tubo donde la tasa de reduccion es

mayor.

Algunas bacterias producen enzimas proteoliticas como la renina, pepsina o
quimiotripsina que coagulan la caseina y producen una cuajada. Esta ultima se
diferencia de un coagulo acido en que no se disuelve en condiciones alcalinas y tiende
a replegarse en los lados del tubo revelando un liquido de color paja denominado
suero. Ciertas proteasas pueden digerir tanto coagulos acidos como cuajadas, una
reaccion de digestion genera un liquido marrén claro por detras. Las bacterias que
sblo son capaces de digerir parcialmente la caseina, producen amoniaco (NHs) que
eleva el pH del medio y torna azul al Litmus. La formacion de un anillo blanco o purpura
en la parte superior del fluido claro o tonalidad indigo en todo el medio indica una
reaccion alcalina. En la Tabla 3 se describen y visualizan los resultados a interpretar

con la prueba de Litmus Milk.

La prueba se realizé inoculando los tubos de medio Litmus Milk con 20 uL de un cultivo
bacteriano con no mas de 18 h de crecimiento. Una vez inoculados se sumergieron en
un bafo de agua a la temperatura a ensayar y se monitored el cambio registrado en

cada uno de los tubos durante 5-7 dias.
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Tabla 3. Interpretacion de resultados para la prueba en medio Litmus Milk. Imagen tomada de (Leboffe y
Pierce, 2012)

RESULTADO

INTERPRETACION

SiMBOLO

r—r

Color rosa

Reaccion acida A
Coloracion rosa y sélida (blanco en la parte Coagulacién acida CA
baja si el Litmus se ha reducido), coagulo no
movil.
Fisuras o grietas en coagulo Produccion de gas G
Coagulo roto Fermentacion tempestuosa S
Color blanco (en la porcion inferior del medio) Reduccion del Litmus R
Medio semisdélido no rosa, presencia de un Cuajada C
fluido claro a grisaceo en la parte superior
Clarificacion del medio, perdida de “cuerpo” Digestion de peptonas, DoP
peptonizacion
Medio azulado o presencia de banda azul en la Reaccion alcalina K
parte superior
Sin cambios Ninguna reaccion anterior NC
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8.6.8 Movilidad en medio Sulfuro Indol Movilidad (SIM)

Se trata de un medio semisolido con una concentracion de agar de 0.4% disefiado para
detectar la motilidad bacteriana, la reduccidén de sulfuro y produccion de indol. El medio
esta formulado con caseina y tejido animal como fuente de aminoacidos, ademas de
tiosulfato de sodio como fuente de hierro y azufre. La producciéon de indol se evidencia
por la presencia de triptéfano (contenido en la caseina y proteina animal) Las bacterias
gue poseen la enzima triptofanasa hidrolizan el tript6fano en piruvato, amoniaco (por

deaminacién) e indol.

Por su parte la reduccién de azufre a H2S es una actividad anaerdbica y puede ser
llevada a cabo por las bacterias en dos distintas formas dependiendo de las enzimas
presentes: 1) La enzima cisteina desulfuronasa cataliza la putrefaccién del aminoacido
cisteina a piruvato. 2) La enzima tiosulfato reductasa cataliza la reduccion del azufre (en
forma de sulfato) al final de la cadena de transporte de electrones anaerdbica. Ambos

sistemas producen el gas sulfuro de hidrogeno (H2S).

Cuando se produce H2S en el medio, se combina con el hierro (sulfato de amonio
ferroso) y forma sulfuro férrico (FeS), un precipitado negro; por lo tanto cualquier
ennegrecimiento del medio es indicativo de la reduccién del azufre y una prueba
positiva; mientras que la ausencia de oscurecimiento indica que la prueba es negativa.
La motilidad en el medio SIM es detectable cuando se observa un crecimiento difuso
que va desde el centro de la picadura. La hidrélisis de triptéfano se detecta por la
adicion del reactivo de Kovac’s (dimetilamino benzaldehido y HCI disuelto en alcohol
amilico) después de un periodo de incubacidén, que forma una capa sobre el medio
sblido que en presencia de indol genera un compuesto colorido rojo en ella. La
formacion de color rojo indica una reaccion positiva y la presencia de triptofanasa, sino

hay color rojo la prueba es negativa (Leboffe y Pierce, 2012).

La prueba fue realizada al inocular el medio por picadura directa con un cultivo de 18 h,
se incubo a 35+2°C registrandose los cambios ocurridos durante 24-48 h y finalmente
adicionando los reactivos para detectar la presencia de indol.
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8.6.9 Reacciodn bilis esculina (Facklam y Moody, 1970).

El Agar Bilis Esculina es un medio no definido, selectivo y diferencial que contiene
extracto de carne, digerido de gelatina, esculina, bilis de buey y citrato férrico. La
esculina es extraida de la corteza del arbol de castana de caballo, un glucésido
conformado por glucosa y esculetina. El extracto de carne y la gelatina proveen la
fuente de nutrientes y energia, mientras que la bilis brinda selectividad al medio y el
citrato férrico es afiadido como fuente de hierro oxidado e indicador de una prueba
positiva. Muchas bacterias pueden hidrolizar la esculina bajo condiciones &cidas,

mientras que otras demuestran su tolerancia ante la bilis.

En esta prueba, cuando las moléculas de esculina se separan, la esculetina reacciona
con el Fe3* del citrato y forma un precipitado marréon oscuro, que puede incluso
oscurecer el medio alrededor del crecimiento. Un organismo que oscurece el medio aun
ligeramente, es Bilis esculina positivo; en contraparte un organismo que no oscurece el

medio, es negativo (Leboffe y Pierce, 2012).

Se inocularon los picos de flauta de tubos inclinados con Agar Bilis Esculina a partir de
un cultivo de 18 h de las bacterias en estudio. Se incubaron a 35 +2°C, registrando los
cambios ocurridos en el medio a las 24 y 48 h.

8.6.10 Hidrodlisis de arginina en medio MRS modificado

La produccion de amonico como resultado de la hidrélisis de arginina se llevd a cabo en
medio MRS modificado sin extracto de carne (Shaw y Harding, 1984, Schillinger y
Llcke, 1987) conteniendo L-arginina al 0.3% p/v, y 0.2% de citrato de sodio (sustituye al
citrato de amonio). Se us6 una concentracion de glucosa del 0.5% p/v. Se incub6 a
35+2°C y una vez transcurrido el tiempo se adicionaron unas gotas del reactivo de
Nessler. El desarrollo de un color naranja o marron indica la presencia de amonio y por

lo tanta la hidrdlisis de la arginina.

Se inocularon tubos con caldo MRS modificado (segun la descripcion anterior) con un
cultivo de 18 h de las bacterias en estudio, se incubaron a 35+2°C durante 24-48 h y se
reveld la prueba agregando el reactivo de Nessler.
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8.6.11 Fermentaciéon de carbohidratos en caldo rojo de fenol y
MRS modificado

La fermentacion de carbohidratos es el proceso metabdlico por el cual una molécula
organica actua como donador de electrones y uno o0 mas de sus productos organicos
actia como el aceptor final de electrones. La fermentacion de la glucosa inicia con la
produccion de piruvato, aunque otros organismos emplean vias alternas, la mayoria de
las bacterias consigue este proceso mediante la glucolisis. Los productos finales de la
fermentacion del piruvato incluyen una variedad de acidos, alcoholes, gases como el Hz

o0 COz; los cuales dependen especificamente del organismo y el sustrato a fermentar.

El caldo Rojo de fenol, estd conformado por una peptona y un indicador de pH, rojo de
fenol, el cual es de color amarillo por debajo de un pH de 6.8, rosa por encima de pH
7.4 y rojo entre estos valores. Cualquier carbohidrato puede ser empleado para las
pruebas de fermentacidén colocandose tubos invertidos de Durham como indicador de la
produccion de gas. La produccidn de acido como consecuencia de la fermentaciéon de
los carbohidratos, disminuye el pH por debajo del intervalo neutro del indicador,
tornando a amarillo el medio. La desaminacién de los aminoacidos de la peptona,
producen amoniaco (NHs), que elevan el pH del medio y lo tornan de un color rosado.
La produccion de gas se visualiza por la presencia de una burbuja dentro del tubo de
Durham, donde ha sido desplazado el medio.

El caldo MRS puede ser empleado para las pruebas de fermentacién de carbohidratos
(Sharpe et al., 1979) excluyendo el extracto de carne y la glucosa del medio original. Se
adiciona 0.05% de rojo de fenol como indicador de pH. Los carbohidratos a analizar se
esterilizan por filtracion y se adicionan a una concentracion del 2.0% p/v. Se incuban a
temperatura 6ptima hasta por 48 horas (Sanchez et al., 2000). Estas condiciones han
sido sugeridas debido a los requerimientos nutricionales de las BAL, manteniendo la
composicidon basica del medio tradicionalmente empleado para su estudio.

Para ambas variantes de pruebas de fermentacion de carbohidratos, los azucares a
ensayar (xilosa, galactosa, lactosa, fructosa y manitol) se esterilizaron mediante
filtracion de 0.22 um, siendo incorporados en el medio MRS base modificado a una
concentracion final del 2.0%. Los tubos fueron inoculados con un cultivo de 18 h e

incubados a 35+2°C durante 5-7 dias, registrandose los cambios producidos.
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8.7 Pruebas de fermentacion API

Una caracterizacidn mas profunda de las bacterias en estudio se realizé mediante el
sistema API 50 CH (API System, bioMérieux). Las células usadas como inoculo se
prepararon siguiendo las indicaciones del proveedor. En un tubo conteniendo solucion
salina isotonica se inoculd el cultivo bacteriano de 18 h, gota a gota hasta alcanzar una
turbidez equivalente al tubo 2 de la escala de McFarland. Posteriormente, en una
ampolleta con el medio API 50 CHL se inocul6 el doble de gotas requeridas para
alcanzar la turbidez antes mencionada. Este ultimo se homogenizd con el vortex, y se
tomaron aproximadamente 200 ul con los cuales se inocul6 cada pozo de la galeria API
50. Finalmente, se agregaron 5 gotas de aceite mineral estéril para extraer el aire
remanente en la galeria y crear un sistema de anaerobiosis. Todo este proceso se llevo
en condiciones de esterilidad para no crear falsos positivos. Los resultados fueron
registrados después de 24 y 48 h, realizando la identificacion con ayuda del programa
APILAB PLUS (bioMérieux).

8.8 Obtencion de DNA cromosomal

Se tom6 1 ml del cultivo a la mitad de la fase exponencial. Se centrifugé durante 2
minutos a 16,000 g se lavo con buffer de fosfato 100 mM pH 7.6 de 2 a 3 veces y
centrifugd durante 2 minutos. El pellet se resuspendié en buffer de fosfatos pH 7.6. A
estas células se le realiz6 la extraccion de DNA por medio del kit GenElute™ Bacterial
Genomic DNA Kit de SIGMA-ALDRICH, siguiendo las instrucciones dadas por el
fabricante. El material genético obtenido se cuantifico en Nanodrop Thermo Scientific en

el Laboratorio Divisional de Biologia Molecular, UAM-I
8.9 Conservacion de la cepa bacteriana

La cepa pura se conservo de 2 formas diferentes:

Agar inclinado. Se prepararon tubos con 3 ml de agar inclinado, en los cuales se inoculo
la cepa bacteriana pura, se dejo crecer durante 18 horas y se guardd en refrigeracion a
8°C.
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Glicerol: a un tubo de crioconservacion se le agregaron 500 pl de cultivo bacteriano de

18 horas de crecimiento y 500ul de glicerol. Los cuales se guardaron a 2 temperaturas
diferentes: a 0°C y -85°C

8.10 Seleccidén de genes candidatos para el estudio.

Los genes candidatos para este estudio de MLSA fueron seleccionados tomando en
consideracion los siguientes parametros:

e Numero de secuencias por locus almacenados en la base de datos GenBank
(Figura 1A), ya que es importante contar con un buen nimero de secuencias
almacenadas en la base de datos para realizar la comparacién con las bacterias
problema. Se seleccionaron todos aquellos genes que tuvieran mas de 50
secuencias de referencia.

e Numero de especies por locus en la base de datos GenBank (Figura 1B). Este
dato es muy importante para la realizacidén del estudio ya que entre mayor sea el

namero de especies se puede realizar una comparacion mas completa dentro del
género de Lactobacillus.

Es importante cumplir estos parametros, ya que si se escogen genes que tienen

muchas secuencias pero pertenecen a pocas especies el analisis multilocus no sera
completo.
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Figura 1. La Fig. 1A muestra los marcadores mas usados en la identificacion de especies de
Lactobacillus. La Fig. 1B el nUmero de especies secuenciadas con cada gen
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Con los datos anteriores se determind que los mejores genes para realizar este estudio

sean: pheS, tuF, recA, rpoA, Hsp60 y gyrB.

En la figura 2A se muestra la distribucion de los genes escogidos para este estudio, el
modelo tomado es el de Lactobacillus brevis ATCC 14869, en la figura 2B se muestra la

variacion de tamanos entre las secuencias para cada gen depositadas en GenBank.
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Figura 2. Distribucion de los genes seleccionados a lo largo de un genoma de Lactobacillus brevis
ATCC14869 almacenado en GenBank (A). Variacion de los tamafios de las secuencias almacenadas en
la base de datos de GenBank (B).

Los datos para la seleccion de los genes por el nUmero de secuencias por locus,
namero de especies por locus y tamano de las secuencias almacenadas en GenBank
se obtuvieron utilizando la base de datos EntrezNt de NCBI-GenBank con ayuda de un

programa de andlisis elaborado por el Dr. P. Vinuesa (Comunicacion personal).
8.11 Analisis in silico de los genomas de lactobacilos reportados

La informacion de las secuencias 16S rRNA fue descargada desde la base de datos de
(Pruitt 2002),
descargaron 342 referencias, de las cuales fueron seleccionadas las pertenecientes a

referencia http://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq et al., en total se
cepas de referencia y las totalmente curadas, de manera que al final s6lo se utilizaron
158 referencias. Las secuencias de los genes constitutivos de los lactobacilos se

descargaron desde (http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank) (Benson et al., 2013).
Para los genes constitutivos seleccionados:
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e tuF, se descargaron 715 referencias. Después de seleccionar las secuencias de
referencia tipo, y eliminar las secuencias de genomas completos quedaron 57
referencias.

e Hsp60, se descargaron 277 referencias. Después de seleccionar las secuencias
de referencia tipo, y eliminar las secuencias de genomas completos quedaron 50
referencias.

e pheS, se descargaron 1092 referencias. Después de seleccionar las secuencias
de referencia tipo, y eliminar las secuencias de genomas completos quedaron 87
referencias.

e gyrB, se descargaron 48 referencias (solamente de L. plantarum y L. brevis).
Después de seleccionar las secuencias de referencia tipo, y eliminar las

secuencias de genomas completos quedaron 10 referencias.
8.12 Depuracion de archivos fasta y alineamiento multiple

Las secuencias de los genes se descargaron en formato Fasta, dentro de dichos
archivos se eliminé la informacion redundante, dejando Unicamente la descripcion del
gen, la especie perteneciente y la secuencia de nucleétidos. Se realizd un alineamiento
multiple con el programa Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)
(Fredslund et al., 2005, Sievers et al., 2011)

8.13 Amplificaciéon de secuencias por PCR

Se estandariz6 el proceso de amplificacion siguiendo las instrucciones del fabricante
para la polimerasa PCR Master Mix (Promega), cuya composicidn es la siguiente en 25
ul de reaccion: Taqg polimerasa 1.25U, 400uM dNTP’s; 3mM MgCl2 (para el gen rpoA se
ocuparon 4 mM de Mg*?). Ademas se realizaron gradientes de temperatura (para el gen
rpoA de 40-46°C; gen pheS de 42-49°C; gen tuF de 51-57°C, gen Hsp60 de 32-38°C;
gen gyrB de 52-56°C; recA de 50-60°C) y de concentracibn de magnesio (Unicamente
en los genes recA y rpoA en un rango de 3.0, 3.25, 3.50, 3.75 y 4.0 mM de Mg+*?) (Tabla
4) que permitieran obtener la correcta amplificacién de los genes seleccionados. Para
todas las reacciones de PCR se emplearon 10 ng de ADN molde y 1umol de cada

primer.

46



Tabla 4. Condiciones de PCR probadas para la obtencion del amplicon de los genes seleccionados.

Cebador Gradiente de Gradiente de Tamaino del amplicon
temperatura de concentracion de esperado
alineamiento MgCl2 (mM) (pb)
(°C)
rpoA 40-46 3-4 incremento de 530
0.25
pheS 42-49 3 450
tuF 51-57 3 800
Hsp60 32-38 3 600
GyrB 52-56 3 250
recA 50-60 3-4 incremento de 350
0.25
16S rRNA 52 3 1540

8.14 Electroforesis de los amplicones obtenidos

Los amplificados resultantes se corrieron en geles de agarosa, para el amplicon del 16S
rBNA la concentracion fue del 1% y para los demas genes constitutivos al 2%. Para
este procedimiento se utilizé buffer TBE 1x de Thermo Scientific (89 mM Tris, 89 mM
acido bérico, 2 mM EDTA, pH 8.3) a un voltaje constante de 90 mV.

8.15 Purificacion de los amplicones obtenidos

Los amplicones obtenidos por PCR fueron purificados con el kit Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System, siguiendo las instrucciones del fabricante, se enviaron al

laboratorio Divisional de Biologia Molecular para su secuenciacion.
8.16 Analisis de los datos obtenidos y construccion del arbol filogenético

Los amplicones fueron secuenciados en un sistema automatizado de secuenciacion de
ADN. Los datos obtenidos se afadieron junto con los datos de referencia para realizar
el alineamiento multiple nuevamente en el programa Clustal Omega

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

Para el analisis de comparacion entre las diferentes especies y para la generacion de
los arboles filogenéticos tanto de genes individuales como el analisis concatenado se
utiliz6 el programa PhyML con la interface SeaView (Gouy et al., 2010). Finalmente, el

arbol se construyé comparando las secuencias descargadas y las secuencias de los
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amplicones obtenidas, posteriormente se analizaron los procesos evolutivos generados

en las diversas especies reportadas.

8.17 Bacterias estudiadas

Con el fin de comparar especies diferentes dentro del género Lactobacillus fueron

empleadas 6 bacterias, cuyas caracteristicas y procedencia se describen en la Tabla 5.

Tabla 5. Bacterias Lacticas utilizadas como control para el disefio del anélisis Multilocus de secuencias
para el género Lactobacillus

Numero de bacteria ¢, De donde
Nombre de adquisicion Lugar de adquisicion i
en este estudio se aislé?
Cepa 1 Lactobacillus plantarum CDBB- CINVESTAV Cepa
1115 referencia
Cepa 2 Lactobacillus plantarum ATCC Facultad de Quimica Cepa
8014 UNAM referencia
Cepa 3 Lactobacillus plantarum-1 UAM-| Produccion
de queso
Cepa 4 Lactobacillus casei Facultad de Quimica Bebidas
UNAM fermentadas
Cepa 5 Lactobacillus casei rhamnosus Facultad de Quimica Bebidas
UNAM fermentadas
Cepa 6 Lactobacillus plantarum-2 UAM-I Produccion
de queso
Cepa 7 spb2 UAM-I Desechos de

camaron
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9 RESULTADOS

9.1 Preparacion de medios y crecimiento de las cepas

Los medios preparados presentaron un color amarillo claro. EI medio M17 mostré una
tonalidad un poco mas obscura con respecto al medio MRS. Como control de esterilidad
1 tubo con medio liquido y 1 caja con agar recién preparados, fueron incubados a 37°C
durante 48 horas, no registrando crecimiento bacteriano después de dicho periodo de
incubacion. EI medio MRS favorecié la propagacion con mayor rapidez de los
lactobacilos objeto de este estudio, evidenciandose crecimiento después de las 6 horas
de su inoculacién, mientras que en el medio M17 se necesitaban de 12 a 14 horas para

observar indicios de crecimiento.
9.2 Tincién de Gram y aislamiento de la cepa

En la Fig. 3A, es posible apreciar la presencia de dos morfologias distintas, cocoides y
bacilares, las cuales provienen de la caja problema del lactobacilo aislado a partir de
desechos de camarén; siendo indicativo de una contaminacidén o impureza en la cepa,
por lo cual fue necesario realizar un nuevo aislamiento. Después de llevar a cabo el
aislamiento de la bacteria spB2, una nueva imagen de microscopia mediante tincion de
Gram, muestra la presencia de células Gram positivas con morfologia bacilar alargada
(Fig. 3B).
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Figura 3. Tincién de Gram realizada a la cepa spB2: A) Proveniente de desechos de camaron, B)
Lactobacilos aislados
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9.3 Cinética de crecimiento

La cinética de crecimiento y variacion del pH en el medio durante el crecimiento del
lactobacilo aislado se muestra en la Fig. 4. El lactobacilo presenta una fase exponencial
entre la 5% y 142 hora; la fase estacionaria se observa a partir de la 23% h, alcanzando
una densidad Optica maxima de 3.84. El pH inicial de 6.8 en el medio de cultivo,
comienza a disminuir conforme se intensifica la produccion de acido lactico que baja el
pH del medio como resultado del crecimiento bacteriano; obteniéndose un pH minimo
de 4.5.
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Figura 4 . Curva de crecimiento y disminucién de pH en medio MRS durante el monitoreo en el
crecimiento de Lactobacillus spB2.

9.4 Pruebas bioquimicas

9.4.1 Oxidasa

La prueba resulto negativa tanto para la bacteria spB2 como para la cepa referencia, ya
gue ninguno reacciono ante la presencia del reactivo impregnado en los discos prueba,

es decir no se registré una coloracion azul intensa (Fig. 5).

9.4.2 Catalasa

El resultado de la prueba fue negativa para ambas cepas analizadas, no se detect6 la
produccion de burbujas en los cultivos puros de ambas bacterias en presencia de

peroxido de hidrogeno al 3%.
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Figura 5. Prueba de Oxidasa, negativa para bacteria spB2 (izquierda) y cepa referencia L. plantarum
(derecha).

9.4.3 Crecimiento en medio MRS a 20°C y 45°C durante 24 hrs.

La Fig. 6 muestra que a una temperatura de 20°C se registré crecimiento abundante en
la cepa en estudio y la de referencia, L. plantarum (izquierda); mientras que un
incremento de la temperatura a 45°C no permitié el crecimiento de ninguna de las dos

cepas ensayadas.

Figura 6 . Crecimiento en Medio MRS a 20 °C (izquierda, abundante) y 45°C (derecha, sin desarrollo) por
parte de la cepa en estudio spB2 y el lactobacilo referencia, L. plantarum.

9.4.4 Produccion de gas en medio MRS con campana de Durham a
35+2.0°C y 45 °C durante 24 h

Se detectd crecimiento abundante para ambas cepas ensayadas a una temperatura de
35°C, en ninguno de los dos casos se registro la presencia de burbujas de gas en el
interior de los tubos invertidos de Durham, por lo que se descarta el caracter
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heterofermentativo en ambas cepas. No se registré crecimiento a 45°C por parte de las

bacterias ensayadas, ni la presencia de gas en ambos casos.

Figura 7. Evaluacion de la produccién de gas a partir de glucosa a 35° y 45°C por las bacterias spB2
(izquierda) y L. plantarum (derecha)

9.4.5 Crecimiento en medio MRS en presencia de 6.5% de NaCl a
35+2.0°C

Se reqistrdé crecimiento muy abundante en ambas bacterias a las 24 h de incubacion,
gue se evidencid por la gran cantidad de células depositadas de color blanquecino en el
fondo de los (Fig. 8). Lo anterior, indica que tanto la bacteria spB2 como la referencia

presentan una habilidad para tolerar esta concentraciéon salina en el medio.

Figura 8. Crecimiento en presencia de 6.5% de NaCl, bacteria spB2 (izquierda); cepa referencia L.
plantarum (derecha)
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9.4.6 Crecimiento en condiciones de anaerobiosis

Se presentd crecimiento abundante después de las 24 h de incubacion en ambas cepas
ensayadas, y se evidencid la formacién de un precipitado blanquecino en el fondo de

los tubos.

Figura 9. Crecimiento celular en condiciones de anaerobiosis cepa spB2 (izquierda) cepa referencia
(derecha).

9.4.7 Capacidad de acidificacion y coagulacion en medio Litmus Milk
a 20° y 37°C durante 5 dias.

Dia 1 (20°C): se observa un cambio en la coloracion del medio respecto al tubo control
(sin inocular) virando de morado a blanco, lo que indica la reduccién del Litmus como
resultado del crecimiento microbiano. No hay coagulacion acida, ni produccion de acido

(Fig. 10, izquierda)

Dia 2-Dia 5 (20°C): Persiste la coloracion blanca en la parte inferior de los tubos, la
parte superior adquirié una tonalidad rosada, indicando una ligera acidez del medio. No
se present6 coagulacién del medio, ni mayor cambio durante el tiempo de incubacion

para ninguna de las bacterias ensayadas (Fig. 10, derecha).
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Figura 10. Resultados en medio Litmus Milk durante 1 dia de incubacion (izquierda) y durante 2-5 dias
(derecha) para las cepas spB2 y L. plantarum. La parte central, es el control del medio sin inocular.

Dia 1 (37°C): Para ambas cepas se observd un cambio en la coloracién del medio
respecto al tubo control (sin inocular) virando de morado a blanco, lo que indica que se
ha llevado la reduccion del indicador Litmus. Se evidenci6 la formacion de un coagulo
en el fondo de ambos tubos, mientras que el resto del contenido continuo liquido. La
bacteria en estudio mostr6 una coloracién violeta traslucida en la parte superior;
mientras que L. plantarum una ligera tonalidad rosada (Fig. 11 izquierda).

Figura 11. Resultados medio Litmus Milk durante 1 dia (Izquierda) y durante 2-5 dias (derecha) a 45°C
para las cepas spB2 y L. plantarum.

Dia 2 (45°C): Ambas cepas presentaron la formacién de un coagulo o cuajada en el
fondo del tubo. En la parte superior de cada tubo se presentd una coloraciéon violeta
traslucida en estado liquido que se puede separar del resto del medio al inclinarlo

ligeramente.
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Dia 3-5 (45°C): La cuajada persistio, presentando de un coagulo muy firme que con el
paso del tiempo adquiri6 una coloracion ligeramente café, sin embargo, la parte
superior continuo siendo liquida (Fig. 11, derecha).

9.4.8 Movilidad en medio SIM (Sulfuro, Indol, Movilidad) 24-48 h a
35+2.0°C

Con este medio fue posible evaluar tres caracteristicas de las bacterias spB2 y L.
plantarum. (Fig. 12).

a) Prueba de Movilidad negativa: el crecimiento bacteriano se registré6 Unicamente en
la zona donde se efectud la puncion del medio.

b) Produccién de sulfuro de hidrdgeno (H2S) negativa: durante el tiempo de incubacidn
de la prueba (24 h 0 48 h), no se detectd la presencia de una coloracion negra en la

zona de inoculacion que indicara la formacion de este compuesto.

Figura 12. Resultados de la prueba en medio SIM para la bacteria spB2 (izquierda); parte central medio
sin inocular; bacteria referencia L. plantarum (derecha).

c) Produccion de Indol negativo: después de registrar los resultados de las dos
pruebas previas, se adicionaron los reactivos para revelar la posible presencia de
Indol en los medios inoculados con cada bacteria. Una vez adicionados, se observo
la ausencia del anillo rojizo en la parte superior del tubo, por lo que se descarté la

presencia de la enzima triptofanasa.
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9.4.9 Reaccion Bilis Esculina en Agar Bilis Esculina 35+2.0°C durante
2 dias
Dentro de las primeras 24 h de incubacion, se aprecié una reaccion positiva para la

hidrélisis de la esculina que se evidencia por la aparicion de una coloracién negra en el

pico de flauta y en aproximadamente la mitad del tubo (Fig. 13 A).
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Figura 13. Reaccion Bilis Esculina. (A) Después de 24 h de incubacion: bacteria spB2 (izquierda); medio
Control (centro); bacteria referencia (derecha). (B) Reaccion a las 48 h bacteria spB2 (izquierda); bacteria
referencia (derecha)

Transcurridas 48 h de incubacién, la coloracion negra se aprecié en todo el tubo, lo que
mostré la capacidad de ambas cepas para crecer en presencia de sales biliares e

hidrolizar la esculina (Fig. 13 B).

9.4.10 Hidrodlisis de Arginina en Medio MRS modificado

Se obtuvo crecimiento abundante a las 24 h de incubacién para ambas bacterias. Una
vez adicionado el reactivo de Nessler no se registr6 cambio alguno (Figura 14).

56



Figura 14. Hidrélisis de Arginina en medio MRS modificado cepa spB2 (izquierda), L. plantarum (derecha)
9.4.11 Fermentacion de Carbohidratos en medio MRS modificado
Desde las 24 y hasta las 48 h de incubacion, el crecimiento de ambas cepas con los

diferentes carbohidratos se evidencid por la turbidez y la presencia de un precipitado

blanco en el fondo, con respecto al tubo control (Figura 15).

Figura 15. Fermentacion de carbohidratos en medio MRS modificado. Carbohidratos ensayados de
izquierda a derecha: xilosa, lactosa, galactosa, fructosa, manitol. (A) Patron de fermentacion bacteria
spB2; (B) Patron de fermentacion bacteria L. plantarum.

El medio suplementado con xilosa como fuente de carbono, mostro la menor turbidez
con respecto a los carbohidratos fermentados para ambas bacterias ensayadas.
Asimismo, se observd mayor turbidez en aquellos tubos donde el crecimiento
bacteriano fue mas abundante, lo que podria deberse a la presencia del indicador de

pH rojo de fenol, que en medio &cido se torna amarillo.
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9.4.12 Fermentacién de carbohidratos en medio base Caldo Rojo

de Fenol

Para la cepa en estudio, después de 24 h de incubacién no se present6 turbidez
evidente en los tubos que contenian los carbohidratos ensayados; sin embargo los
medios suplementados con lactosa, fructosa y galactosa presentaron una coloracion
naranja respecto al rojo del tubo control (sin inocular), lo que indica un crecimiento lento
de la cepa spB2 bajo estas condiciones posiblemente debido a la ausencia de los
nutrientes que tiene el medio base MRS (Fig. 16).

Figura 16. Patron de fermentacién de carbohidratos en medio base caldo rojo de fenol después de 24 h
por parte de la bacteria spB2. Carbohidratos ensayados: xilosa, lactosa, manitol, fructosa, galactosa, tubo
control (de izquierda a derecha).

A partir de las 48 h y hasta las 72 h de incubacion, se pudo observar crecimiento de la
cepa spB2 en los medios suplementados con manitol y fructosa principalmente, en los
que se presentd un viraje en el color debido a la acidificacion como resultado del

crecimiento bacteriano.

El medio con galactosa, presentd una coloracion amarilla turbia, mientras que el medio
suplementado con lactosa registr6 una coloracion anaranjada ligeramente turbia, que
podria interpretarse como una asimilacion parcial de estas fuentes de carbono por parte
de la cepa en estudio. Finalmente el medio suplementado con xilosa, permaneci6 con la
tonalidad naranja y ausencia de turbidez durante las primeras 72 h de incubacién, lo
que indica que no es una fuente de carbono que permita el crecimiento de la cepa en
estudio (Fig. 17).
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Figura 17. Patron de fermentacion de carbohidratos en medio base caldo rojo de fenol después de 48-72
h por parte de la bacteria spB2. Carbohidratos ensayados: xilosa, lactosa, manitol, fructosa, galactosa,
tubo control (de izquierda a derecha).

En el caso de la bacteria referencia, el medio suplementado con fructosa presentd una
coloracién naranja mas clara respecto a los tubos suplementados con lactosa vy
galactosa, indicando una posible asimilacion de estos carbohidratos por parte de L.
plantarum. Por su parte, los medios con xilosa y manitol presentaron una coloracién

muy similar a la del tubo control (sin inocular) (Fig. 18).

A partir de las 48 h y hasta las 72 h de incubacion, se pudo observar el crecimiento de
L. plantarum en los medios con galactosa y fructosa principalmente, donde se registr6
un vire en el indicador de pH a un color amarillo, indicando la acidificacién del medio
como resultado del crecimiento bacteriano. EI medio con lactosa, presentdé una

coloracion naranja turbia.

Figura 18. Patron de fermentacion en carbohidratos en medio base caldo rojo de fenol después de 24
por parte de la bacteria referencia Carbohidratos ensayados: xilosa, lactosa, manitol, fructosa, galactosa,
tubo control.

De manera similar, el medio suplementado con manitol como fuente de carbono,
registrdé una coloracion naranjada pero sin turbidez, lo cual se podria interpretar como
un crecimiento lento en esta fuente de carbono con una acidificacion lenta como para
registrarse un vire en el indicador de pH. El medio suplementado con xilosa, mostrd una
tonalidad rosada, evidenciado una alcalinizacion del medio por lo cual no resulta ser

una fuente de carbono que permita el crecimiento de L. plantarum (Fig. 19).
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Figura 19. Patrén de fermentacién en carbohidratos en medio base caldo rojo de fenol después de 48-
72h por parte de la bacteria referencia. Carbohidratos ensayados: xilosa, lactosa, manitol, fructosa,
galactosa, tubo control

9.5 Pruebas API

Las pruebas API positivas se detectaron por un vire en el color del indicador de pH
purpura de bromocresol. Los carbohidratos que fue capaz de fermentar el lactobacilo en
estudio fueron: L-Arabinosa, D-Ribosa, D-Xilosa, D-Galactosa, D-Glucosa, D-Fructosa,
D-Manosa, D-Manitol, Metil-a-D-Glucopiranosida, N-AcetilGlucosamina, Esculina, D-
Celobiosa, D-Maltosa, D-Melibiosa, Gluconato Potasico, 5-CetoGluconato Potasico. Al
acceder al programa APl web, para ingresar los datos de los carbohidratos
fermentados, se obtuvo como resultado que el lactobacilo desconocido corresponde a
Lactobacillus brevis con un 96.6% de confiabilidad.

9.6 Obtencion del ADN cromosomal.

El mejor método para la obtencion del ADN fue por el kit GenElute™ Bacterial Genomic
DNA Kit, con el cual obtuvimos valores mayores que por el método tradicional de fenol-
cloroformo, en la siguiente tabla se muestran los valores obtenidos con el kit (Tabla 6):

Tabla 6. Cuantificacion de ADN obtenido con el kit GenElute™ Bacterial Genomic DNA Kit mediante

Nanodrop
Cepa Concentracion Az60 A2s0 A260/A2s0
(ng/ul)
1 23.6 0.473 0.268 1.76
2 24.9 0.498 0.291 1.71
3 22.3 0.445 0.266 1.68
4 23.7 0.473 0.282 1.68
5 16 0.320 0.172 1.86
6 45.5 0.909 0.552 1.65
7 49.5 0.989 0.567 1.74
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9.7 Analisis in silico de los genomas reportados de Lactobacillus

Con la ayuda del estudio de genes de lactobacilos antes realizado se pudieron escoger

cebadores degenerados universales para el género Lactobacillus, los cuales se

muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Cebadores degenerados seleccionados para llevar a cabo la amplificacién de los genes

seleccionados.

Gen Cebadores Regién | Bibliografia
RNA polimerasa FWD 5-ATGATYGARTTTGAAAAACC-3’ 1,633,390- (Naser et
subunidad alfa 1,634,340 al., 2007)
(r00A) REV 5-ACYTTVATCATNTCWGVYTC-3'
FWD 5-CAYCCNGCHCGYGAYATGC-3’ 1,027,724- (Naser et
. . 1,028,770 al., 2007)
Fenilalani-tRNA REV 5-CCWARVCCRAARGCAAARCC-3'
sintetasa subunidad
Alfa (pheS) REV 5-GGRTGRACCATVCCNGCHCC-3’
Factor de FWD 5-AAYATGATIACIGGIGCIGCICARATGGA-3' | 1,357,914- | (Chavagnat
elongacién tu (tuF) 1,359,104 | etal., 2002)
REV 5-AYRTTITCICCIGGCATIACCAT-3’
Proteinas de choque | FWD 5-GAATTCGAIIIGCIGGIGAYGGIACIACIAC-3’ 645,454- (Blaiotta et
térmico de 60 kDa 647,079 al., 2008)
CGCGGGATCCYKIYKITCICCRAAICCIGGIGCYTT-3’
Recombinacion FWD 5'-TTYATHGAYGCNGARCAYGC-3’ 1,210,628- | (Torriani et
homoéloga de ADN 1,211,761 al., 2001)
(r REV 5-CCWCCWGKWGTHGTYTCNGG-3
ecA)
Girasa B FWD 5-CGGGAACTGGCCTTCTTAAA-3 4,686- Este estudio
(9yB) 6,629
9y REV 5-GTGGTAGTCGTCCGTGTATTG-3’
16S rRNA FWD 5- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3 86,149- (Weisburg
87,711 etal.,, 1991)

REV 5- ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3’
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9.8 Amplificacion de los genes por PCR

El PCR se realizd siguiendo las temperaturas y concentraciones anteriormente
descritas, en la Tabla 8 se muestran las condiciones ideales para la amplificacion y el

tamafio aproximado del fragmento obtenido.

Tabla 8. Temperaturas de alineamiento y tamafo del amplicén esperado bajo las condiciones de PCR
estandarizadas.

Temperatura de Tamano del amplicon

Concentracion de

Cebador alineamiento obtenido
¢c) MgClz (mM) (pb)
IpoA 46 * 4mM 530
pheS 48 3mM 450
tuF 56 3mM 800
Hsp60 37 3mM 600
GyrB 55 3mM 250

recA -- -- --

16S rRNA 52 3mM 1540

9.9 Electroforesis de los amplificados.

Para todos los genes seleccionados se obtuvieron resultados especificos, excepto para
el gen rpoA el cual mostro de 2 a 3 bandas inespecificas dependiendo la bacteria en
estudio y para el gen de gyrB que solo amplific6 para las bacterias 1, 2, 3,6y 7 y no
amplifico para las bacterias 4 y 5. En las siguientes imagenes se muestran los

amplificados obtenidos para cada gen.

2 kb
1.5 kb aprox.

1kb

Figura 20 . Amplificado del gen 16S rRNA en un gel de Agarosa al 1%, donde se observa un amplicon de
aproximadamente 1.5 kB
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Figura 21. Amplificado del gen rpoA en un gel de agarosa al 2%. En la imagen se observan varios
amplificones inespecificos, el deseado es el que se encuentra en la region de 600 pb aproximadamente.
El carril M corresponde al marcador, los carriles 1 a 7 muestran los amplicones obtenidos para las cepas

1 a 7 respectivamente.

Figura 22. Amplificado del gen Hsp60 en un gel de agarosa al 2%. Amplicon de 600 pb
aproximadamente. El carril M corresponde al marcador, los carriles 1 a 7 muestran los amplicones
obtenidos para las cepas 1 a 7 respectivamente.

Figura 23. Amplificado del gen pheS en un gel de agarosa al 2%. Amplicén de 450 pb aproximadamente.
El carril M corresponde al marcador, los carriles 1 a 7 muestran los amplicones obtenidos para las cepas
1 a 7 respectivamente.
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Figura 24. Amplificado del gen tuF en un gel de agarosa al 2%. Amplicon de aproximadamente 800 pb. El
carril M corresponde al marcador, los carriles 1 a 7 muestran los amplicones obtenidos para las cepas 1 a
7 respectivamente

M 1 2 3 6 7

200 pb €

Figura 25. Amplificado del gen GryB en un gel de agarosa al 2%. Amplicon de aproximadamente 200 pb.
El carril M corresponde al marcador, los carriles 1 a 7 muestran los amplicones obtenidos para las cepas
1 a 7 excepto las cepas 4 y 5 que no amplificaron con el cebador disefiado.

9.10 Secuenciacion de los amplificados obtenidos

Los resultados de secuenciacion obtenidos fueron analizados con el programa 4Peak
(http://nucleobytes.com/index.php/4peaks), pero debido a la capacidad del
secuenciador los extremos que no pudieron ser leidos correctamente fueron eliminados.
Los resultados correspondientes a cada gen fueron los siguientes (las secuencias
obtenidas se muestran en el Anexo 1.

9.10.1 Gen 16S rRNA

Con el cebador sentido se obtuvo una secuenciacién de alrededor de 650 pares de
bases, con el cebador contra-sentido se obtuvo una secuenciacion de alrededor de 755.
Al realizar la secuencia contigua y eliminar los extremos de baja calidad nos dio como
resultado una secuencia de aproximadamente 1300 pb.

64



9.10.2 Gen pheS

Con el cebador sentido se obtuvo una secuenciacion de alrededor de 405 pb, y con el
contrasentido de aproximadamente 407 pb, las cuales al realizar el analisis contiguo y

eliminar los extremos de baja calidad nos dio una secuencia de alrededor de 390 pb.

9.10.3 Gen Hsp60

En este caso, ambos cebadores arrojaron una secuencia de alrededor de 560 pb, al
realizar el analisis contiguo y eliminar los extremos de baja calidad se obtuvo una

secuencia de alrededor de 490 pb.

9.10.4 Gen tuF

Para este gen se obtuvo una secuenciacion de alrededor de 650 pb para ambos genes
y al realizarse la eliminacién de los extremos y la secuencia contigua se obtuvo una

region util de alrededor de 580 pb.

9.10.5 Gen gyrB

Para este gen la secuenciacion que se obtuvo fue de muy baja calidad, por lo cual no
se pudo realizar el contig para este gen. Esto situaciéon puede deberse a que el primer

utilizado no era muy especifico y por lo mismo no fue util para realizar la secuenciacion.
9.11 Alineamientos Multiples

El alineamiento multiple realizado en el programa Clustal Omega para determinar que
partes de la secuencia son idénticas o similares entre las secuencias analizadas. La
interface grafica del programa arrojé un alineamiento como el que se observa en la Fig.
26.
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Figura 26 . Alineamiento mltiple de las cepas en el programa Clustal Omega

Posteriormente las secuencias alineadas se transfirieron a la interfase SeaView para la
realizacion del arbol filogenético del género Lactobacillus.

9.12 Analisis Filogenético

Con las secuencias de los amplicones obtenidos se realizaron andlisis filogenéticos de
maxima verosimilitud con el programa PhyML a través de la interface SeaView bajo el
modelo GTR+G. Se obtuvieron los arboles filogenéticos correspondientes a los genes

propuestos en este estudio.

9.12.1 Analisis filogenético del gen 16S rRNA

Produjo un arbol (Fig. 27) donde las ramas horizontales muestran la evolucién de los
linajes con relacion al tiempo y las lineas verticales muestran las conexiones entre los
linajes. Este analisis agrup6 a las bacterias estudiadas con las secuencias de referencia
quedando de la siguiente manera:

e Las cepas 2, 3 y 6, se agruparon junto con las especies L. plantarum, L.
pentosus, L. paraplantarum y L. xianfangensis.
e lLascepas4y5,conlL. zeae, L. casei, L. paracasei y L. rhamnosus.

e Finalmente, la 7 quedo solo agrupada con L. brevis.
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Debido a que las cepas de referencia no quedan en un grupo aislado unas de otras se
concluye que no es suficiente el analisis del gen 16S rRNA para la identificacién a nivel

de especie para este género de bacterias.

Figura 27. Arbol filogenético obtenido del analisis del gen 16S rRNA, encerrado en recuadros se observa la
ubicacion de las cepas en estudio y su agrupamiento con las cepas de referencia
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9.12.2 Analisis filogenético del gen pheS

El analisis de gen pheS (Fig. 28) permiti6 una asociacion mejor de las bacterias del

estudio con las cepas referencia. La relacion filogenética quedo de la siguiente manera:

e Las bacterias 1, 2, 3 y 6 quedaron agrupadas solamente con la bacteria
referencia L. plantarum.

e La bacteria 4 y 5, presentaron mayor similitud con L. casei, pero aun estad muy
cercana la especie L. paracasei.

e La bacteria 7, tnicamente quedo agrupada con la referencia de L. brevis.

Figura 28. Arbol filogenético obtenido del analisis del gen pheS, encerrado en recuadros se observa la
ubicacion de las cepas en estudio y su agrupamiento con las cepas de referencia
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9.12.3 Analisis filogenético del gen tuF

Los resultados del andlisis filogenético del gen tuF (Fig. 29) muestran la siguiente

relacion filogenética:

e Las cepas 1, 2, 3 y 6 también se agruparon junto con la bacteria referencia L.
plantarum, aunque en este caso, las cepas se encuentran mas distantes
respecto que lo calculado con el gen pheS

e Las cepas 4y 5 siguen estando relacionadas con L. casei y L. paracasei, aunque
en este caso la bacteria 4 es mas cercana a L. paracasei, mientras que la cepa 5
es mas cercana a L. casei.

e La bacteria 7 sigue agrupandose solamente con L. brevis.

Figura 29. Arbol filogenético obtenido del analisis del gen tuF, encerrado en recuadros se observa la
ubicacion de las cepas en estudio y su agrupamiento con las cepas de referencia

69



Lactobacillus_salivarius

Lactobacillus_ruminis

Lactobacillus_aviarius

Lactobacillus_bifermentans

Lactobacillus_corynimis
gr—_actobacillus_curvatus

— |_actobacillus_sakei

— Lactobacillus__alimentarius
Lactobacillus_tucceti
Eactobacillus_farciminis
Lactobacillus__kimchii pan
Bact4 9
(——_-‘. LLactobacillus_paracasei
Lactobacillus_casei
Bacts 3
LC— Cactobacilius rhamnosus

Lactobacillus_zeae

Lactobacillus_jensenii_N4

Lactobacillus_iners_CIP
Lactobacillus_gasseri

Lactobacillus_taiwanensis
Lactobacillus_johnsonii_DSM

Lactobacillus_hamsteri

Lactobacillus_hominis
Lactobacillus_intestinalis_ ATCC

Lactobacillus _kalixensis
Lactobacillus_gallinarum
lLLactobacillus_suntoryeus
Lactobacillus_amylolyticus

Lactobacillus helveticus
g—|_actobacillus_crispatus
Lactobacillus_acetotolerans

Lactobacillus_acidophilus
Lactobacillus_Kkefiranofaciens
Lactobacillus_ultunensis
Lactobacillus_kitasatonis
LLactobacillus_amylovorus

Lactobacillus_delbrueckii
C— |2 ctOobacillus__equicursoris

o |_actobacillus_amylotrophicus

| — g Lactobacillus_amylophilus

¥ Lactobacillus_pasteurii

Lactobacillus_sanfranciscensis

tobacillus, buchneri
g Lactobacillus_brevis
* Bact7

r Lactobacillus_pentosus
p— L Aactobacillus _paraplantarum
"G Lactobacillus_plantarum 1
Bact1 3
Bact3
Bacté
Bact2 3
pm——|_actobacillUs feérmentum
Lactobacillus_ingluviei_JCM

Lactobacillus_vaginalis
Lactobacillus_reuteri

0.05



9.12.4 Analisis filogenético del gen Hsp60

Los resultados del analisis filogenético del gen Hsp60 de Lactobacillus (Fig. 30) mostro

la siguiente relacion filogenética:

e Las cepas 1, 2, 3 y 6 se encuentran agrupadas nuevamente con la cepa de L.
plantarum de referencia.

e La cepa 4 se encontro relacionada con L. casei mientras que la cepa 5 mas con
L. paracasei, comportamiento opuesto al observado con el gen tuF.

e La cepa 7, continua relacionada unicamente con la referencia de L. brevis.

Los resultados obtenidos permiten establecer que el analisis de los genes constitutivos
tuF, pheS y Hsp60 genera mayor informacion permitiendo que la discriminacién entre
especies sea mayor, comparado con lo encontrado Unicamente con el gen 16S rRNA
ribosomal. Sin embargo, en los genes pheS y Hsp60, se encontr6 inversion de la
distancia entre las cepas 4 y 5 con L. caseiy L. paracasei.

El andlisis de las secuencias concatenadas permitird valorar la distancia filogenética
agrupada de los genes por lo que se realizd este andlisis y los resultados se describen

a continuacion.

Figura 30. Arbol filogenético obtenido del analisis del gen Hsp60, encerrado en recuadros se observa la
ubicacion de las cepas en estudio y su agrupamiento con las cepas de referencia
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9.12.5 Analisis concatenado de los genes pheS, tuF y Hsp60.

Los resultados del analisis filogenético concatenado de los genes constitutivos
escogidos para Lactobacillus se muestran en el arbol filogenético concatenado (Fig.
31):

e Las cepas 1, 2, 3y 6 se agruparon junto con la bacteria referencia L. plantarum,
aunque en este caso, las cepas se encuentran mas distantes respecto que lo
calculado con el gen pheS.

e Las cepas 4 y 5 con este analisis se lograron agrupar con L. paracasei, la cepa
de L. casei con ayuda de este estudio fue separada en otro grupo.

e La bacteria 7 sigue agrupandose solamente con L. brevis.

Con la realizacion de este andlisis, se logré identificar la especie perteneciente de las
bacterias 4 y 5, que no logr6é ser identificada mediante los analisis individuales

anteriores.

Figura 31. Arbol filogenético obtenido del analisis concatenado, encerrado en recuadros se observa la
ubicacion de las cepas en estudio y su agrupamiento con las cepas de referencia
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En la Tabla 9 se muestra de forma resumida la posicion filogenética de los Lactobacillus analizados en este estudio.

Tabla 9. Ubicacién taxonémica de las especies estudiadas.

Cepa/Analisis 16s rRNA pheS tuF Hsp60 Concatenado
1 -- L. plantarum L. plantarum L. plantarum L. plantarum
L. plantarum, L. pentosus, L.
2 paraplantarum L. xianfangensis L. plantarum L. plantarum L. plantarum L. plantarum
Complex
L. plantarum, L. pentosus, L.
3 paraplantarum L. xianfangensis L. plantarum L. plantarum L. plantarum L. plantarum
Complex
L. zeae, L. casei, L. paracasei y L. L.caseiylL. L. caseiy L. Paracasei L. caseiy L. Paracasei ]
4 _ L. paracasei
rhamnosus Complex Paracasei Complex Complex Complex
L. zeae, L. casei, L. paracaseiy L. L.caseiylL. L. caseiy L. paracasei L. caseiy L. paracasei ]
5 ) L. paracasei
rhamnosus Complex paracasei Complex Complex Complex
L. plantarum, L. pentosus, L.
6 paraplantarum L. xianfangensis L. plantarum L. plantarum L. plantarum L. plantarum
Complex
7 L. brevis L. brevis L. brevis L. brevis L. brevis
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10 DISCUSION

El género Lactobacillus es un grupo bacteriano que tiene un gran numero de
aplicaciones, como son la produccion de alimentos y bebidas fermentadas, cultivos
iniciadores, probidticos, recuperacidén de productos de valor agregado, aprovechamiento
de metabolitos secundarios, entre muchas otros. Debido a esto, es necesario identificar
de manera confiable a cada una de las especies de este género para aprovechar todos
sus beneficios y establecer posibles nuevas aplicaciones. De esta manera, se
generarian beneficios econdmicos, la certeza en los resultados para publicar y obtener
patentes. En este estudio se utilizaron métodos fenotipicos y moleculares para
identificar algunas cepas del género Lactobacillus mediante una metodologia mas

exacta, de menor costo y mas rapida.

Los métodos fenotipicos y bioquimicos tradicionales realizados permitieron un
acercamiento hacia la identidad de la bacteria spB2. En primera instancia, se realizaron
pruebas rapidas y sencillas como fue la tincion de Gram que ayudo en la identificacion
morfologica de la bacteria en estudio, las pruebas de oxidasa y catalasa; asi como la
habilidad de desarrollarse en atmosferas de incubacion diferentes permitieron situar a la
bacteria dentro del grupo de las bacterias acido lacticas (BAL). En seguida, mediante
pruebas de fermentacion y movilidad se discrimind el género. Finalmente, la galeria API
que presenta una bateria mas especifica de pruebas bioquimicas, permiti6 comparar
algunos datos obtenidos mediante las pruebas preliminares y cotejar estos resultados
en la base de datos correspondiente al sistema, con el cual se obtuvo un valor numérico
correspondiente al grado confiabilidad con el que se logro identificar a la bacteria spB2

como L. brevis.

Cabe resaltar que ningun método de identificacién fenotipica proporciona un resultado
absoluto, unicamente permite indicar cual es el género y, en algunos casos, la especie
a la que la bacteria tiene la probabilidad mas alta de pertenecer. Esto, debido a que
mutaciones puntuales pueden llevar a errores durante las pruebas de identificacion que
se realizan, generando una identificacidbn equivocada, resultando en pérdida de tiempo
y costos mayores en el proceso de identificacién; ya que depende de la pureza, edad y
buen desarrollo del cultivo bacteriano. En este estudio la identificacion preliminar de la

bacteria spB2 se tuvo con una confiabilidad del 97%; presentandose un 3% de
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probabilidad de errar en la discriminacion principalmente a nivel especie, asociado con

la gran versatilidad que presenta el género Lactobacillus.

En la mayoria de los laboratorios de investigacion se requiere la identificacién rapida y
precisa de aquellos microorganismos que presentan un interés particular, razon por la
cual se ha optado por la implementacion de métodos moleculares. Lo anterior debido a
que, en general, estas metodologias acortan el tiempo en la obtencibn de una
identificacion confiable al no depender del cultivo de la bacteria si ya se tiene el ADN

almacenado.

Ademas de las pruebas bioquimicas tradicionales para el género Lactobacillus y
pruebas de fermentacion para tratar de aproximar la especie a la que pertenecen los
microorganismos estudiados, se utilizaron dos metodologias moleculares para la
identificacidn de las especies bacterianas; el analisis del gen 16S rRNA y el analisis de
la secuencia de varios genes (MLSA).

El analisis del gen 16S rRNA es una de las metodologias moleculares mas estudiadas,
éste gen se encuentra muy conservado en todas las especies bacterianas ya que
produce la subunidad pequena del ribosoma, componente esencial para la sintesis de
proteinas. A pesar de lo anterior, también presenta regiones hipervariables que pueden
servir para la diferenciacion entre géneros bacterianos. Algunos autores argumentan
que, debido a la conservacion del gen, solo sirve para la identificacién a nivel de género
y no es posible llegar a nivel de especie utilizando Unicamente esta metodologia
(Rachman et al., 2003, Torriani et al., 2001, Fox et al., 1992). A pesar de esta limitante,
es considerado como una buena herramienta para realizar un analisis rapido, sobre
todo en estudios en donde se comparen varios géneros pero sin que se requiera una

identificacién hasta nivel de especie.

El método MLSA ha demostrado ser muy robusto para identificar bacterias a nivel de
especie, ha tenido gran aceptacion y sigue enriqueciendo las bases de datos
caracterizando nuevas especies. En la actualidad, existen pocos estudios de
identificacion del género Lactobacillus utilizando la técnica MLSA, el sitio

http://pubmlst.org reporta que en los ultimos 2 afos solo se han publicado 4 estudios

donde se identifica por esta metodologia alguna especie del género. Estos estudios

s6lo identifican un numero pequefo de especies entre las que se puede mencionar a
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Lactobacillus delbrueckii (Adimpong et al., 2013), Lactobacillus sakei (Chaillou et al.,
2013), especies pertenecientes al complejo de L. acidophilus (L. acidophilus, L.
amylovorus, L. crispatus, L. gallinarum, L. gasseri, y L. johnsonii) (Ramachandran et al.,
2013) y Lactobacillus plantarum (Gosiewski et al, 2012). En el caso del estudio
desarrollado por Ramachandran se utilizaron cebadores diferentes para cada gen

dependiendo de la especie que se estaba identificando.

En contraste, en este estudio se compararon especies no emparentadas (L. plantarum,
L. casei. y L. brevis) utilizando cebadores universales para los genes constitutivos
designados, que permitié identificar 7 especies de las cuales s6lo una (Lactobacillus
plantarum) ha sido reportada mediante MLSA. Ademaés, el uso de cebadores
universales para la identificacion de especies diferentes del género Lactobacillus
mediante MLSA tiene ventajas como permitir realizar en una sola corrida de PCR la
identificacidn del gen objetivo a una sola temperatura de alineamiento, y por lo mismo
gue se puedan identificar un mayor nUmero de especies en vez de que se utilizaran

cebadores especificos para cada especie.
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11 CONCLUSION

Mediante pruebas bioquimicas se identific6 de manera preliminar el género de la
bacteria estudiada spB2.

Se seleccionaron cebadores universales para los genes que amplifican en el
género Lactobacillus

Se identifico a la cepa spB2 como Lactobacillus brevis mediante técnicas
moleculares

La aplicacion y estandarizacion del método MLSA para la identificacion no sélo
de la bacteria spB2 perteneciente al género Lactobacillus, sino de las especies
de referencia utilizadas durante este proceso, se propone como una metodologia
que puede implementarse en aquellos estudios donde se requiera identificar una
o varias bacterias con importancia industrial, alimentaria y /o clinica; debido a la
rapidez con la cual esta identificacidbn puede obtenerse y el bajo indice de error
asociado con su uso.

A largo plazo la identificacidbn con el uso de los genes pheS, tuF y Hsp60
permitira identificar de manera mas exacta y a bajo costo especies de bacterias
acido-lacticas.

Se demostré que con la secuenciacion de loci de genes constitutivos se pueden
obtener resultados reproducibles de manera rapida, relativamente sencilla y con

alto grado de confiabilidad.

12 PERSPECTIVAS

Establecer como procedimiento indispensable el uso de MLSA/MLST para la
identificacidn de bacterias acido lacticas, evitando la redundancia de secuencias
de referencia.

Buscar implementar que las bases de datos donde se encuentran almacenadas
las secuencias de referencias establezcan mejores protocolos y lineamientos,
ademas de que aquellas secuencias ya existentes sean curadas para evitar la
distribucion de informacién no util.

Se requiere el desarrollo de una base de datos especializada, donde se pueda

almacenar y compartir de forma gratuita las secuencias utilizadas para el analisis
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MLSA/MLST de especies de Lactobacillus y otros géneros de bacterias acido-

lacticas.
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14 ANEXOS

Secuencias obtenidas de los amplicones.
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Secuencia obtenida del gen Hsp60
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