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RESUMEN

TITULO: IDENTIFICACION POLIFASICA DE UNA COLECCION BACTERIANA DEL GENERO
Bacillus OBTENIDA DEL SUBSUELO PROFUNDO EN ZONAS CARBONIFERAS DE COLOMBIA*

AUTOR: CATALINA LUCERO RIVERA GIRALDO**
PALABRAS CLAVE: Bacillus, gen ARNr 16S, ARDRA, taxonomia polifasica.
DESCRIPCION:

En este estudio se caracterizaron e identificaron 102 aislados de una coleccién bacteriana del
género Bacillus obtenida del subsuelo profundo de zonas carboniferas de Colombia (Guajira y
Cucunubd) mediante taxonomia polifasica. Como descriptores genotipicos se usaron el analisis de
homologia de secuencias del gen ARNr 16S y un Analisis de Restriccién del ADN Ribosomal
Amplificado (ARDRA) con las enzimas Alul, Ddel, Haelll, Tagl y Xbal;, y como descriptores
fenotipicos se utilizaron 12 pruebas morfolégicas, fisiolégicas y metabdlicas. El andlisis de
homologia de secuencias del gen ARNr 16S resultd poco efectivo en la distincién de especies
dentro de la coleccion. Por el contrario, los perfiles de bandas del ARDRA obtenidos con las
enzimas Alul y Ddel resultaron los mas informativos permitiendo identificar la mayoria de las
especies encontradas en la coleccion; asi como revelar la existencia de un posible hibrido entre las
especies B. subtilis y B. licheniformis. De conjunto, los 12 descriptores fenotipicos y los 5
descriptores genotipicos ARDRA se usaron para construir una clave interactiva que permitio
identificar de forma rapida y precisa siete especies de Bacillus altamente relacionadas: B. cereus,
B. thuringiensis, B. licheniformis, B. subtilis, B. safensis, B, altitudinis y B. megaterium. En el trabajo
se discute la utilidad de combinar métodos fenotipicos y genotipicos para la identificacion de
especies altamente relacionadas del género Bacillus que habitan el subsuelo profundo de zonas
carboniferas de Colombia.

LProyecto de grado
Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Director: Jorge Luis Fuentes Lorenzo
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ABSTRACT

TITLE: POLYPHASIC IDENTIFICATION OF A BACTERIAL COLLECTION OF THE GENUS
Bacillus OBTAINED FROM SUBSURFACE DEEP IN CARBONIFEROUS ZONES OF COLOMBIA*

AUTHOR: CATALINA LUCERO RIVERA GIRALDO**
KEY WORDS: Bacillus, 16S rRNA gene, ARDRA, polyphasic taxonomy.
DESCRIPTION:

In this study we used a polyphasic taxonomy test to characterize and identify 102 isolated from
bacterial collection of the genus Bacillus obtained from two deep subsoil carboniferous zones in
Colombia (Guajira, department and Cucunuba, municipality). We used genotypic and phenotypic
descriptors; for the first descriptor we evaluated the 16S rRNA gene sequences homology and an
Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis (ARDRA) using the following enzymes Alul, Ddel,
Haelll, Tagl and Xbal. For the second descriptor we used 12 morphologic, physiologic and
metabolic tests. We found that the 16S rRNA gene sequences homology was not sufficient in the
distinction among the bacteria species from the collection. Nevertheless, the Alul and Ddel ARDRA
profile bands allowed us not only a better taxonomic identification but the possible existence of and
hybrid between B. subtilis and B. licheniformis. We also developed an interactive taxonomic key
using the 12 phenotypic descriptors and 5 ARDRA genotypic descriptors; this taxonomic key allows
precise and easy identification of 7 Bacillus species highly related such as: B. cereus, B.
thuringiensis, B. licheniformis, B. subtilis, B. safensis, B, altitudinis y B. megaterium. Here we
discuss the importance and usefulness of implement combine phenotypic and genotypic methods in
the identification of species highly related of the Bacillus genus that inhabit subsurface deep in
carboniferous zones of Colombia.

:*Bachelor Thesis
Science Faculty. Biology program. Director: Jorge Luis Fuentes Lorenzo,
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INTRODUCCION

La clasificacion e identificacidon taxonémica de los procariotas, a lo largo de su
historia, ha estado determinada por el desarrollo de diferentes métodos
microbioldgicos y tipos de andlisis. Pese a que la taxonomia microbiana se ha
nutrido de una gran cantidad de técnicas que estudian los microorganismos
considerando su variacion al nivel morfolégico, fisioldgico, bioquimico y genético;
ninguna de ellas ha garantizado por si sola una completa y efectiva clasificacion
del mundo microbiano. Actualmente, existe un consenso en que una adecuada
aproximacion taxonémica al mundo microbiano se logra combinando técnicas que
miden la variacion a diferentes niveles con aproximaciones al fenotipo, el genotipo
y a la filogenia de los microorganismos; enfoque conocido como taxonomia
polifasica (Vandamme et al., 1996; Janda & Abbott, 2002; Schleifer, 2009; Moore
et al., 2010).

Uno de los desafios actuales de la taxonomia polifasica es encontrar
combinaciones efectivas de descriptores fenotipicos y genotipicos que permitan
una clasificacion microbiana con una clara significacion biologica (Cohan, 2002;
Achtman & Wagner, 2008; Koeppel et al., 2008). Esto es particularmente cierto
para grupos microbianos como el género Bacillus, donde varios de los métodos
usados para la identificacion y clasificacion taxondémica han resultado
inconsistentes. La limitacion méas frecuente encontrada con este género es que
una alta similitud en la secuencia del gen ARNr 16S hace muy dificil la
clasificacion de especies estrechamente relacionadas (Fox et al., 1992; Maugham
& Van der Auwera, 2011).

El Analisis de Restriccion del ADN Ribosomal Amplificado (ARDRA, de sus siglas
en inglés) es una técnica alternativa al analisis basado en similitud de secuencias
del gen ARNr 16S que supera las limitaciones de este ultimo en cuanto a su
capacidad discriminante de especies muy relacionadas (Heyndricks et al., 1996;
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Wu et al., 2006). EI ARDRA ha resultado efectiva en la identificacion de especies
del género Bacillus presentes en ambientes termdfilos (Duffner et al., 1997; Mora
et al., 1998; Nicolaus et al., 2000; Cihan et al., 2012), de especies que degradan
compuestos fendlicos del carbén (Felfdldi et al., 2010) y celulosa (Mohanty et al.,
2011) y de estirpes bacterianas de interés industrial (De Clerck et al., 2004; Wu et
al., 2006).

Dado que una adecuada seleccidon de las enzimas de restriccion usada para el
ARDRA es la clave para lograr diferenciar aislados estrechamente relacionados
(Moyer et al., 1996); el presente trabajo tiene como hipoétesis que la combinacion
de descriptores ARDRA desarrollados con enzimas adecuadas con otros
descriptores fenotipicos (morfoldgicos, fisiolégicos y bioquimicos) y genotipicos
(secuenciacion del gen ARNr 16S), deben permitir la identificacion de estirpes del
género Bacillus del subsuelo profundo de zonas carboniferas de Colombia. Por el
ello, el objetivo general del trabajo es identificar mediante taxonomia polifasica una
colecciéon de aislados bacterianos del género Bacillus obtenida del subsuelo
profundo de dos zonas carboniferas de Colombia (Cerrejon y Cucunubd).
Consecuentemente se plantearon cuatro objetivos especificos: 1) Caracterizar
molecularmente (secuencia del gen ARNr 16S y ARDRA) los aislados del género
Bacillus presentes en mantos de carbon. 2) Establecer cuales son las
caracteristicas fenotipicas mas importantes para la identificacion de las especies
de Bacillus presentes en mantos de carbon. 3) Evaluar la utilidad de la taxonomia
polifasica con los marcadores descritos en la identificacion de especies del género
Bacillus presentes en mantos de carbén. 4) Construir una clave interactiva para la

identificacion de especies del género Bacillus presentes en mantos de carbon.

13



1. ANTECEDENTES O MARCO TEORICO

La clasificacién taxondémica de los microorganismos, a lo largo de su historia, ha
estado determinada por el desarrollo de diferentes métodos microbioldgicos y tipos
de andlisis (Tabla 1).

Tabla 1. Historia de la clasificacion de procariotas

Tiempo Clasificacion basada en:

Finales siglo 19 Morfologia, requisitos de crecimiento, potencial patogénico
1900-1960 Morfologia, fisiologia, bioquimica

1960-1980 Quimiotaxonomia, taxonomia numeérica, hibridacion ADN-ADN

Andlisis genotipicos, analisis de secuencias multilocus,
1980- Actualidad | promedio de identidad de nucleétidos, andlisis del genoma
completo

Schleifer, 2009

Los primeros métodos usados producian descriptores morfologicos basados
mayormente en la forma celular (Maughan & Van der Auwera, 2011); siendo
justamente especies del género Bacillus (B. anthracis y B. subtilis) las primeras

descritas con tales métodos dando inicio a la clasificacion procariota.

A comienzos del siglo 20 nuevos descriptores basados en propiedades fisiologicas
y bioquimicas se unieron a aquellos morfoldgicos para lograr una clasificacion méas
efectiva de los microorganismos (Schleifer, 2009). Justo en el afio 1923, se publica
la primera version del “Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology”, manual
que unificéd criterios taxondmicos convirtiéndose en una obra de referencia

obligada para la clasificacion bacteriana (Rosell6-Mora & Amann, 2001).

A finales de la década de los afios 50 surge la taxonomia numérica que elimina los
inconvenientes de trabajar con grandes tablas de datos, mejorando la
identificacion fenotipica de las bacterias mediante el calculo de coeficientes de
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similitud entre cepas y especies (Sneath, 1995). En este enfoque taxondmico,
todos los caracteres (morfoldgicos, fisiol6gicos, bioquimicos, etc.) tienen el mismo
peso. El numero de caracteristicas comunes entre dos cepas se considera una
medida cuantitativa de la relacién taxondmica; pero no de su relacion filogenética
(Schleifer, 2009). Estos caracteres fenotipicos, aunque Utiles para la clasificacion,
no contienen informacion genética que permita establecer relaciones evolutivas

entre las especies (Maughan & Van der Auwera, 2011).

A principios de la década de los afios 70 se desarrollé la técnica de hibridacion
ADN-ADN (Jhonson, 1973). Dicha técnica evalia la similitud genética entre
especies considerando el grado en que sus genomas hibridan bajo condiciones
estandares. Un valor de hibridacién 270% fue considerado para definir especies
(Goris et al.,, 2007). Durante los noventa, la técnica de secuenciacion del gen
ARNr 16S permitié dar un salto cualitativo en la taxonomia microbiana (Woese et
al., 1990). Las caracteristicas del gen ARNr 16S (secuencia altamente
conservada, ubicuidad y funcionalidad constante), permiten por primera vez el
andlisis filogenético de especies; contribuyendo significativamente a la taxonomia
bacteriana en un contexto evolutivo (Olsen & Woese, 1993). Un hallazgo
importante derivado del uso de esta técnica, fue que un porcentaje de hibridacién
ADN-ADN mayor al 70% generalmente coindice con un valor de similitud en la
secuencia del gen ARNr 16S mayor al 97% (Stackebrandt & Goebel, 1994). Asi,
un valor de similitud en la secuencia del gen ARNr 16S = 97%, fue considerado
como un criterio para definir especies (Rosell6-Mora & Amann, 2001; Cohan,
2002). El analisis de similitud en la secuencias del gen ARNr 16S ha sido sin
dudas uno de los métodos mas utiles en taxonomia microbiana y la disponibilidad
en bases de datos gratuitas con las secuencias de las especies reportadas lo han
convertido en un método de uso extensivo (Peplies et al., 2008; Yarza et al.,
2008). Sin embargo, se ha encontrado que el método puede ser poco resolutivo en
diferentes géneros bacterianos cuyas especies muestran claras divergencias

fenotipicas. Un buen ejemplo, es el género Bacillus donde la divergencia en
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similitud del gen ARNr 16S es insuficiente para delimitar especies (Fox et al.,
1992; Maughan & Van der Auwera, 2011).

Ninguna de las técnicas hasta aqui mencionadas garantizan por si sola una
completa y efectiva clasificacibn del mundo microbiano (Janda & Abbott, 2002).
Con el fin de superar estas limitaciones, a mediados de los noventa fue propuesto
un enfoque taxondmico conocido como taxonomia polifasica (Vandamme et al.,
1996). Dicho enfoque plantea que la mejor aproximacion taxonémica al mundo
microbiano se logra combinando técnicas fenotipicas, genotipicas y de inferencias
filogénéticas que midan la variacion a diferentes niveles con aproximaciones al
metabolismo y la evolucién de los microorganismos (Scheliefer, 2009; Moore et al.,
2010).

Varias técnicas de genotipado de ADN en combinacion con descriptores
fenotipicos y filogenéticos, han sido usadas en taxonomia polifasica de
microorganismos (Tiedje et al., 1999; Nocker et al., 2007; Ansari & Malik, 2013).
Una de estas técnicas, el ARDRA ha sido usadas exitosamente en taxonomia
polifasica de géneros microbianos como: Lactobacillus (Ruiz et al., 2000;
Cleenwerck & De Vos, 2008; Samelis et al., 2011), Pseudomonas (Peix et al.,
2009), Rhizobium (Laguerre et al., 1994; Pinto et al., 2007; Suzuki et al., 2008;
Wadhwa et al.,, 2011), Streptomyces (Anderson & Wellington, 2001), Vibrio
(Urakawa et al., 1997) y archeobacterias metanogénicas (Whitby et al., 2004).

La reciente re-evaluacion del concepto procariota de especie en un contexto
ecoldgico impone nuevos retos a la taxonomia microbiana (Gevers et al., 2005).
La incorporacion de la Ecologia en la sistematica bacteriana tiene como
paradigma la simulacion de ecotipos microbianos bajo un modelo de “ecotipo
estable”; en el cual nuevos ecotipos son formados solo raramente y cada ecotipo
perdura muchos eventos de seleccion durante su vida (Cohan, 2006; Gevers et al.,

2006; Achtman & Wagner, 2008). Bajo tales circunstancias, la agrupacion de
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secuencias del gen ARNr 16S que se observa en estos sistemas es dominada por
la seleccion periddica, mostrando una estrecha correspondencia entre ecotipos y
los grupos de secuencias (Cohan & Perry, 2007; Koeppel et al., 2007). Gevers et
al. (2005) indicaron que una aproximacion taxonémica basada en el Andlisis de
Secuencias Multilocus (Maiden, 2006) ofrece suficiente flexibilidad para dar cabida
a las grandes diferencias bioldgicas de los procariotas y se han hecho nuevas
reconstrucciones del arbol filogenético de procariotas basados en tales
tecnologias (Wu et al., 2009; Rinke et al., 2013). Sin embargo, la gendmica
comparada resulta aln muy costosa para establecerse como una herramienta de
uso universal y se requerira bases de datos gendémicas y de disefios de muestreo
mas cuidadosos de las poblaciones microbianas naturales, para materializar una

taxonomia basada en datos gendmicos (Konstantinidis & Tiedje, 2005ab, 2007).

El subsuelo profundo juega un papel central en los ciclos biogeoquimicos (Tang et
al., 2012), albergando entre el 75y 94% de los procariotas terrestres. Los mantos
de carbon, contenidos en este subsuelo, aportan su materia organica e inorganica
como sustratos de los microorganismos que participan en los mencionados ciclos
(Whitman et al., 1998). Es por ello, que el estudio de la composicién y diversidad
de las especies microbianas presentes en mantos de carbén ha tenido creciente
atencion (Li et al., 2008; Fry et al., 2009; Penner et al., 2010; Tang et al., 2012;
Gallagher et al., 2013). El género Bacillus, uno de los mas representativos en
estos ambientes, juega un papel fundamental en la biodegradacién de residuos
organicos, en los ciclos biogeoquimicos del carbono y del nitrégeno y en la
produccion industrial de vitaminas, proteinas, enzimas, insecticidas, entre otros
(Imelda & Raj, 2007; de Maagd et al., 2003; Tang & You 2012). Sin embargo, a
pesar de la importancia del género Bacillus, su clasificacion e identificacion
taxonomica sigue siendo un tema por resolver (Fox et al., 1992; Maughan & Van
der Auwera, 2011).
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 COLECCION DE AISLADOS

Se utiliz6 una coleccion de 102 aislados bacterianos del género Bacillus,
previamente conservados en el Laboratorio de Microbiologia y Mutagénesis
Ambiental (LMMA) de la Escuela de Biologia de la Universidad Industrial de
Santander (UIS). Dichos aislados fueron obtenidos a partir de muestras de carbén
mineral, aguas y lodos de los yacimientos carboniferos del Cerrejon (La Guajira,
Colombia) y del Sinclinal Checua-Lenguazaque (Cundinamarca, Colombia).
Adicionalmente, se utilizaron 4 estirpes bacterianas certificadas por la Coleccion
Americana de Cultivos Tipo (ATCC, de sus siglas en inglés) previamente descritos
para mantos carboniferos: Bacillus cereus ATCC®10876™, Bacillus licheniformis
ATCC®12759™  Bacillus megaterium ATCC®9885™,  Bacillus subtilis
ATCC®6633™, obtenidos de la casa comercial OXOID LTD. (Basingstoke,

Inglaterra).

2.2 DESCRIPTORES MOLECULARES

2.2.1 Extraccién de ADN. La extraccion de ADN genomico de bacterias se
realiz6 usando basicamente el procedimiento descrito por Maniatis et al., (1989)
con las modificaciones propuestas por Liu (2009). La concentracion del ADN
obtenido se cuantific6 mediante espectrofotometria a una longitud de onda de
260nm. Para comprobar el estado de pureza del ADN obtenido, se midi6 la
absorbancia del ADN a 280nm y se calcul6 la relacibn de D0O260/280,
considerandose como criterio de pureza valores DO260/280 entre 1.8 y 2.0.

2.2.2 Amplificacion y secuenciacion del gen ARNr 16S. La amplificacién del

gen ARNr 16S de las estirpes bacterianas se desarrollo6 mediante la Reaccion en
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Cadena de la Polimerasa (PCR, de sus siglas en inglés) usando los cebadores
universales 530F (5-GTCCCAGCMGCCGCGG-3') y 1490R (5-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3') descritos por Wani et al., (2006). Para la mezcla
de reaccion (22 pl) se usaron 3ul de buffer 10x, 4ul de dNTPs (2mM), 0.4ul de
primer forward, 0.4pl de primer reverse (100 uyM), 0.2ul de DreamTaq™ DNA
Polymerase (Fermentas, USA), 12ul de agua grado molecular y 2ul del ADN
molde (5ng/uL). La amplificacion se llevd a cabo en un Termociclador
MasterCycler® Pro-Realplex4 (Eppendorf, Alemania), usando el siguiente
programa: 94°C/3min seguido de 35 ciclos de 94°C/45s, 55°C/1min, 72°C/1min y
una fase final de extension de 72°C/5min. Los fragmentos amplificados se
visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8% usando el colorante
fluorescente EZVISION (Amresco, USA) y fueron documentados usando un
Sistema para Andlisis de Geles (Syngene, USA). Los productos amplificados
fueron purificados y secuenciados usando el servicio SSiGmol del Instituto de

Genética de la Universidad Nacional de Colombia (Bogota, Colombia).

2.2.3 Andlisis filogenético basado en las secuencias del gen ARNr 16S. Las
secuencias obtenidas de los fragmentos amplificados del gen ARNr 16S de cada
aislado, se compararon con las disponibles en la base de datos NCBI
(www.ncbi.nim.nih.gov) y RDP (Maidak et al., 1994) usando los algoritmos BLAST
(Altschul et al. ,1990) y SegMatch (Cole et al., 2014) respectivamente; esto con el
fin de identificar las secuencias depuradas (Yarza et al., 2010; Munoz et al., 2011)
mas proximas. Para la comparacion fueron ademdas usadas, secuencias
correspondientes a estirpes bacterianas certificadas (ATCC) disponibles en las
mencionadas bases de datos y a las aqui estudiadas. Se considerd un valor de
similitud de secuencia superior al 97% para definir especie. Las secuencias
asignadas a especie, seran depositadas en la mencionada base de datos NCBI.
Todas las anteriormente mencionadas fueron alineadas usando el algoritmo
CLUSTAL W (Thompson et al., 1994) y posteriormente, se construy0 un arbol

filogenético basado en el modelo evolutivo de Tamura-Nei (Tamura y Nei, 1993) y
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usando el método de Neighbor-Joining (Saitou y Nei, 1987). El nivel de confidencia
de los nodos del arbol se computo mediante un analisis de re-muestreo de 1000
permutaciones usando el programa MEGA 6 (Tamura et al., 2013).

2.2.4 Andlisis de Restriccion del ADN Ribosomal Amplificado (ARDRA).
Usando el paquete estadistico BioEdit (Hall, 1999), se determinaron las enzimas
Gtiles para revelar el polimorfismo de nucleétidos existente en el gen ARNr 16S del
género Bacillus y sus correspondientes sitios de restriccion. Se utilizaron un total
de seis enzimas de restriccion: Alul, Ddel, Haelll, Taql, Xbal y EcoRI. Se
realizaron digestiones individuales en 30ul de reaccién conteniendo 1ul (1U) de
enzima FastDigest® (Fermentas, USA), 2ul de Buffer FastDigest® 10X, 17ul de
agua grado molecular y 10pul (0,2 — 0,5ug) de ADN molde. Se incub6 la mezcla de
reaccion a 37°C (64°C para la enzima Tagqgl) durante 5-20min segun las
recomendaciones del fabricante. Los fragmentos de ADN obtenidos de la
digestion, fueron separados electroforéticamente en geles de agarosa de alta
resolucién al 2%, usando Buffer de corrida TBE (0.5 X) y un voltaje de 100V
durante 2.5 - 3h. Los fragmentos separados fueron visualizados usando el
colorante fluorescente EZVISION (Amresco, USA). En todas las corridas
electroforéticas se utilizé un patrén de peso molecular: GeneRuler 100kb plus DNA
Ladder (Fermentas, USA) o Ready Ladder™ 100bp (AMRESCO, USA). A partir
de los patrones de bandas de las estirpes bacterianos, se generdé una matriz de

datos binarios.

2.3 DESCRIPTORES FENOTIPICOS

Se utilizé una base de datos fenotipicos de la coleccion de aislados descrita en el
acapite 2.1 previamente desarrollados por Mayorga (2012) y por Barrios (2014).
Dicha base de datos contiene 26 descriptores morfoldgicos, fisioldgicos vy
bioquimicos informativos para la identificacion de especies del género Bacillus

segun el Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (De Vos et al., 2009). Estos
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descriptores son los siguientes: 1) respuesta a tinciones diferenciales (Gram y
tincion de esporas), 2) forma bacteriana, 3) motilidad, 4) relacion con el oxigeno,
5) actividad catalasa y oxidasa, 6) uso de citrato como fuente de carbono, 7)
produccion de gas y/o acido por via fermentativa de diferentes fuentes de carbono
(Glicerol, Glucosa, Lactosa, Maltosa, Manitol, Sacarosa), 8) produccion de 2,3-
butanediol a partir de glucosa (prueba Voges Proskauer), 9) utilizacion de urea
como fuente de carbono, 10) tolerancia a NaCl, 11) hidrdlisis enzimatica almidon y

gelatina 12) crecimiento a temperatura 50°C.

Dado que este tipo de descriptores pueden producir resultados no conclusivos (+/-
) con diferentes aislados de una misma especie, se estimdé un indice de
concordancia fenotipica (ICF) para especies del género Bacillus, con el fin de
seleccionar descriptores confiables para su identificacion. Dicho indice se calcul6

como sigue:

F1+F2+F3+ - Fn
n

Indice de Concordancia Fenotipica (ICF) =

Donde F es la frecuencia del resultado esperado (correcto) con la prueba 1, 2, 3...
n; y n es el numero total de pruebas fenotipicas. Se consideraron aquellas pruebas
fenotipicas que producen ICF = 0.8; es decir pruebas que producen resultados
esperados, ya sean positivos 0 negativos, en mas del 80% de las cepas de
referencias de especies de género Bacillus publicadas en Bergey’'s Manual of
Systematic Bacteriology (De Vos et al., 2009). Solo en el caso de la especie B.

safensis se uso la informacion publicada por Satomi et al. (2006).

2.4 ANALISIS DE CONGLOMERADOS

Para los andlisis fenéticos se usaron los descriptores fenotipicos con ICF =2 0.8 y

los ARDRA. Con dichos descriptores fenotipicos se construyd una matriz binaria
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considerando los resultados positivos como unos (1) y los negativos como ceros
(0). En el caso del ARDRA se consideré la presencia de variantes genotipicas
como unos (1) y las ausencias como ceros (0). El nivel de similitud entre unidades
taxonomicas se estim6 mediante el indice de Dice (Sp); el cual se consider6 como
una medida de su proximidad fenotipica y genotipica. La matriz de similitud se uso
para construir un arbol usando el método de la media aritmética no ponderada
(UPGMA). Los analisis fenéticos se realizaron usando el programa Xlstat version
54.6MB (Addinsoft SARL, Francia).

2.5 CLAVE INTERACTIVA DE IDENTIFICACION

Con base en los descriptores fenotipicos con ICF = 0.8 y los perfiles de bandas del
ARDRA, se construy6 una clave interactiva de identificacion mediante el programa
Open-DELTA (Dallwitz, 1980; Dallwitz et al., 1993). Los nombres de las especies
bacterianas, los caracteres, el peso de los caracteres y las fotos de los perfiles de
bandas del ARDRA fueron importados en el Editor del programa DELTA (Dallwitz
et al., 1999) y el programa Open-DELTA intkey fue utilizado para crear la clave
(Dallwitz et al., 1995).
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3. RESULTADOS

En la Tabla 2 se resumen los resultados obtenidos al comparar las secuencias de

la coleccion de aislados con las bases de datos NCBI y RDP.

Tabla 2. Asignacion de aislados a especies bacterianas basado en el porcentaje
de similitud en la secuencia del gen ARNr 16S.

Especie(s) relacionada I.\IO' de .%.C.le
Aislados similitud

Secuencias asignadas a una especie:
B. licheniformis 21 98 - 99%
B. safensis 6 99%
B. altitudinis 1 99%
B. megaterium 1 97%
Secuencias asignadas a mas de una especie:
B. subtilis / B. vallismortis 51 98 - 99%
B. cereus / B. thuringiensis 19 97 - 99%
B. licheniformis / B. subtilis 1 98%
Secuencias no asignadas a especies:
B. Ilc_:henlformls_/ B. sfafenS|s / B. altitudinis / B. 5 92-95%
subtilis / B. vallismortis

Todas las secuencias analizadas presentaron “valor e” igual a 0.

Durante las comparaciones, se consideré un porcentajes de similitud = 97% del
gen ARNr 16S para la asignacion de especie (Rosell6-Mora & Amann, 2001;
Cohan, 2002). Las cuatro cepas de referencia usadas en el estudio (B. cereus
ATCC®10876™, B. licheniformis ATCC®12759™, B. megaterium ATCC®9885™,
B. subtilis ATCC®6633™) mostraron similitud de secuencias = 97% con
secuencias depuradas de las correspondientes especies en las bases de datos
(Yarza et al., 2010; Munoz et al., 2011); indicando su idoneidad como material de

referencia de la coleccion de aislados. De los aislados estudiados, 29 fueron
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asignados a una unica especie con porcentaje de similitud = 97% como sigue: B.
licheniformis (21), B. safensis (6), B. altitudinis (1) y B. megaterium (1). Otros 71
aislados fueron asignados a mas de una especie con porcentaje de similitud 297%
como sigue: B. subtilis / B. vallismortis (51), B. cereus / B. thuringiensis (19) y B.
licheniformis / B. subtilis (1). Por dltimo, 6 aislados mostraron porcentaje de
similitud < 97% con accesiones de la base de datos correspondientes a las
especies B. altitudinis, B. licheniformis, B. safensis, B. subtilis y B. vallismortis.
Estos resultados claramente ratifican la inconveniencia del analisis de similitud de

secuencias para la asignacion de especie en el género Bacillus.

En la Figura 1, se muestra la relacion filogenética entre aislados de la coleccion,
cepas de referencias (ATCC) y accesiones depuradas de las bases de datos. Este
andlisis indicé la existencia de tres grupos consistentemente robustos. Un primer
grupo (Grupo 1) formado con un valor de confidencia del nodo del 100% que
contiene: la cepa de referencia B. cereus ATCC®10876™, 2 accesiones de las
bases de datos (B. cereus 877AEO16 y B. thuringiensis D16281) y 18 aislados de
la coleccién. El segundo grupo (Grupo 2) formado con un valor de confidencia del
97% contiene la cepa de referencia B. megaterium ATCC®9885™ y una accesiéon
relacionada de la base de datos (B. megaterium D16273). Por ultimo, el Grupo 3
resultd menos robusto (88% de confidencia) y contiene las cepas de referencia B.
licheniformis ATCC®12759™ y B. subtilis ATCC®6633™, 5 accesiones de las
bases de datos (B. altitudinis AJ831842, B. licheniformis CP000002, B. safensis
AF234854, B. subtilis AJ276351 y B. vallismortis AB021198) y 84 aislados de la
colecciéon. Con mucha menor robustez (62% de confidencia), se pueden identificar
dos subgrupos dentro del Grupo 3. Un subgrupo A que contiene las accesiones B.
safensis AF234854 y B. altitudinis AJ831842 y 7 aislados de la coleccién; y un
subgrupo B que contiene las accesiones B. licheniformis CP000002, B. subtilis
AJ276351 y B. vallismortis AB021198 y 76 aislados de la coleccion. Cinco de los
aislados de la coleccién que mostraron porcentaje de similitud menor al 97% con
las accesiones de la base de datos (CB-07, MGS-23, MGS-39, WG-20 y WG-23),
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qguedaron incluidos en el subgrupo B. Solo el aislado WG-02 no agrupa con los
subgrupos y se sitia independiente dentro del Grupo 3. En general, si
consideramos el agrupamiento de subgrupos, el analisis filogenético confirma los
resultados observados durante la comparacion de las secuencias de los aislados
de la coleccion con las cepas de referencia (ATCC) y accesiones depuradas de las
bases de datos.

25



Figura 1. Arbol filogenético basado en la secuencia del gen ARNr 16S.
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El arbol se construyé usando el modelo evolutivo de Tamura-Nei (Tamura y Nei, 1993) y el método
Neighbor-Joining (Saitou y Nei, 1987). Un andlisis de remuestreo con 1000 permutaciones asigno
los niveles de confidencia a los nodos. Se afiadieron 9 secuencias depuradas (Yarza et al., 2010;
Munoz et al., 2011) de la base de datos NCBI y sus correspondientes nimeros de acceso se
presentan entre paréntesis. La especie E. coli fue utilizada como especie no relacionada (externa).
Los colores y figuras geométricas indican la especie con la que se relacioné cada uno de los
aislados: m, B. licheniformis; m, B. subtilis/B. vallismortis; A, B. cereus/B. thuringiensis; e, B.
safensis; e, B. altitudinis; ¥, B. megateriumy , Aislados de la coleccién con similitud < 97%.
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En la Figura 2 son presentadas las variantes de restriccion obtenidos mediante el
ARDRA. De las 6 enzimas identificadas in silico por presentar sitios de restriccion
en la secuencia del gen ARNr 16S (Alul, Ddel, Haelll, Tagl, Xbal y EcoRI), 5
resultaron informativas. Solo la enzima EcoRI, aunque corté el ADN, no resultd
polimérfica en la coleccion estudiada. La efectividad de las enzimas en términos
del numero de patrones o variantes de restriccion obtenidas es como sigue: Alul
(5) > Ddel (4) > Taql y Haelll (2) > Xbal (1).

Figura 2. Variantes de restriccion obtenidas mediante el ARDRA usando las
enzimas Tagql, Haelll, Alul, Ddel y Xbal.

Tagl  Haelll Alul Ddel Xbal

1 2 3 4 5 7.8 9 10 11 12 13 14 15 M

De izquierda a derecha: M) Marcador de peso molecular 100pb, (-) Control negativo (fragmento
amplificado sin digerir), Las lineas de la 1 a la 15 corresponden los patrones de restriccion
obtenidos con las enzimas Tagql, Haelll, Alul, Ddel y Xbal (ver detalles en los anexos A-E).

La mayoria de las variantes de restriccion encontradas en el estudio (12 de 14
variantes) estan representadas en las cepas de referencias usadas (B. cereus
ATCC®10876™, B. licheniformis ATCC®12759™ B. megaterium ATCC®9885™,
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B. subtilis ATCC®6633™), permitiendo asi su diferenciacion mediante los
patrones ARDRA (Tabla 3). El resto de los aislados de la coleccion, mostraron
alguna de las 12 variantes de restriccion encontradas en las cepas de referencia
(ver anexos A-E); excepto el aislado UC-03. Dicho aislado mostr6 ademas dos

patrones infrecuentes (V9 y V13) ausentes en el resto de la coleccion.

Tabla 3. Variantes de restriccion obtenidas con el ARDRA.

Variantes o Patrones de Restriccion

_ Xba
ATCC / Aislados Taql | Haelll Alul Ddel

V1| V2 [ V3| V4 |V5)|V6|V7|V8|V9| VIO | V11 | V12 | Vi3 | V14

B. cereus ATCC®10876™
B. lichenifrmis CC®12759™

B. megaterium ATCC®9885™
B. subtilis ATCC®6633™
Aislado UC-03

Las celdas sombreadas significan presencia del patrén de restriccién indicado en la Figura 2.

En correspondencia con el andlisis filogenético presentado en la Figura 1, los 18
aislados incluidos en el Grupo 1, presentan alta similitud en sus variantes de
restriccion con la cepa de referencia B. cereus ATCC®10876™ (ver anexos A-E).
El andlisis in silico de los sitios de restriccion de las enzimas Alul, Ddel, Haelll y
Tagl en la secuencia del gen ARNr 16S de las accesiones B. cereus 877AEO16 y
B. thuringiensis D16281 muestra que ambas accesiones contienen los sitios de
restricciobn sin modificacion; lo que no ayuda a resolver la asignaciéon de los
mencionados aislados a alguna de las dos especies mencionadas. Por otra parte,
los aislados contenidos en el subgrupo A del Grupo 3 segun el andlisis filogenético
(MGS-01, MGS-03, MGS-07, WG-12, WG-16, WGS-04 y WGS-23), mostraron un
patron de restriccion similar a la cepa de referencia B. subtilis ATCC®6633™ (ver
anexos A-E). El analisis in silico de los sitios de restriccién de las enzimas Alul,

Ddel, Haelll y Tagl en la secuencia del gen ARNr 16S de las accesiones B.
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safensis AF234854 y B. altitudinis AJ831842 tampoco mostré modificacion en los
sitios de restriccion; limitando la asignacién de dichos aislados a algunas de las

mencionadas especies.

En la Tabla 4 son presentados los valores de ICF calculados para especies del
género Bacillus previamente reportadas para zonas carboniferas (Meslé et al.,

2013) que usamos en este estudio.

Tabla 4. indice de Concordancia Fenotipica y sus correspondientes errores
estandar.

Especies ICF £ EE
B. licheniformis 0,872 + 0,083
B. cereus / B. thuringiensis 0,864 + 0,064
B. safensis 0,816 + 0,140
B. subtilis / B. vallismortis 0,811 +0,110

En el anexo F son presentadas las frecuencias de resultados esperados, ya sean
positivos 0 negativos, para los 26 descriptores fenotipicos usados para el calculo
del ICF. De esos 26 descriptores, solo 21 mostraron frecuencias de resultados
esperados = 0.8 en las diferentes especies analizadas. Estos son los siguientes: 1)
respuesta a tinciones diferenciales (Gram y tincion de esporas), 2) forma
bacteriana, 3) motilidad, 4) relacibn con el oxigeno, 5) actividad catalasa y
oxidasa, 6) produccion de gas y/o acido por via fermentativa de diferentes fuentes
de carbono (Lactosa, Sacarosa, Glicerol, Maltosa, Manitol y Glucosa), 7)
produccion de 2,3-butanediol a partir de glucosa (prueba Voges Proskauer), 8)
utilizacién de urea como fuente de carbono, 9) tolerancia a NaCl, 10) hidrdlisis
enzimatica de almidon y 11) crecimiento 50°C. A pesar de ser descriptores
robustos, la respuesta a tincion de Gram y de esporas, la forma bacteriana y la
produccion de gas por via fermentativa de Glicerol y Lactosa no resultaron
polimoérficos en la coleccion de aislados, por lo que estos descriptores fueron
descartados en futuros analisis.
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Las variables fenotipicas descritas arriba y los datos del ARDRA fueron usadas
para estudiar la similitud (indice de Dice) entre los aislados estudiados y la
diversidad fue representada mediante un analisis de conglomerados (Figura 3).
Considerando un nivel de corte de 0.5, este analisis mostré tres grupos fenotipicos
principales (1, 2 y 3). Cada grupo incluy6 una cepa de referencia (ATCC) diferente
(1: B. cereus ATCC®10876™, 2: B. licheniformis ATCC®12759™, 3: B. subtilis
ATCC®6633™); indicando la proximidad fenotipica de los aislados de cada grupo
con la cepa de referencia correspondiente. Dos aislados de la coleccion (UC-03 y
WGS-29) y una cepa de referencia (B. megaterium ATCC®9885™) se ubicaron
independientemente de los mencionados grupos. En general, el andlisis fenético
basado en descriptores fenotipicos y de ARDRA mostré concordancia parcial con
el analisis filogenético; aunque el fenético resulté mas resolutivo. Esto sugiere que
el uso de estos tipos de descriptores puede ser esencial para la identificacién de

especies del género Bacillus.
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Figura 3. Dendrograma basado en descriptores fenotipicos y del ARDRA.
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El &rbol se construyé con el método UPGMA, basado en el indice de similaridad de Dice. Los
colores y figuras geométricas indican la especie con la que se relacioné cada uno de los aislados:

m, B. licheniformis; m, B. subtilis; A, B. cereus;

relacionados.
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Las variables fenotipicas y los datos del ARDRA también fueron usados para
construir la clave interactiva de identificacion

(https://www.dropbox.com/s/nmtrmp7pnppan31/Clave%20Bacillus.rar). En total, se

usaron 12 descriptores fenotipicos (morfolégicos, fisioldgicos y metabdlicos) y 5
genotipicos (Perfiles de bandas del ARDRA) para definir siete especies (B. cereus,
B. thuringiensis, B. licheniformis, B. subtilis, B. safensis, B. altitudinis y B.
megaterium). En el disefio de la clave, los descriptores mas excluyentes como: la
digestion con las enzimas Alul y Ddel, la produccion de acido via fermentaciéon de
la Lactosa y la relacién con el oxigeno, se presentan como las variables de mayor
peso para iniciar la identificacion. A medida que van quedando las especies
altamente relacionadas, se presentan descriptores como: la presencia de cristales
proteinicos en la especie B. thuringiensis, la incapacidad de hidrolizar almidén en
la especie B. safensis, la no utilizacién de citrato como fuente de carbono en la
especie B. altitudinis, y el corte del gen ARNr 16S con la enzima Xbal de la
especie B. megaterium. Dichos descriptores fueron muy Utiles para diferenciar
especies altamente relacionadas. El uso de la mencionada clave de identificacion,
permitié identificar los aislados de la coleccion. Las especies contenidas en la
colecciobn son las siguientes: Bacillus altitudinis, Bacillus cereus, Bacillus
licheniformis, Bacillus safensis, Bacillus subtilis y Bacillus thuringiensis. Los

detalles pueden ser consultados en el anexo G.

Para utilizar la clave interactiva de identificaciébn se debe descargar e instalar el
programa open-delta (https://code.google.com/p/open-delta/downloads/list), una

vez realizado esto se podra abrir el fichero Intkey de la carpeta Clave Bacillus. En
la ventana principal (Figura 3), se puede observar a la derecha la lista de
caracteres en el orden mencionado arriba (c) y a la izquierda la lista de especies
(f). Al seleccionar un caracter aparecera una nueva ventana con las opciones de
respuesta a dicho caracter, en el caso de los descriptores ARDRA aparecera una
imagen con los perfiles de bandas y las respectivas opciones de respuesta. A

medida que se van seleccionando los resultados obtenidos con el aislado a
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identificar, los caracteres usados se iran mostrando en la parte inferior izquierda
de la ventana (d) y las especies eliminadas en la parte inferior derecha (g);
finalmente, se llegara a la identificaciéon cuando solo quede una especie en la lista
de la parte superior derecha (f). Ademas de la identificacion mediante la seleccién
de caréacter por caracter, la clave interactiva ofrece otras aplicaciones que se
podran realizar a través de los iconos de las barras de herramientas de caracteres
(b) y especies (e), estas aplicaciones nos permiten comparar especies, conocer
los caracteres exclusivos de cada especie, reducir el numero de caracteres y/o
especies, cambiar el orden de los caracteres, entre otros. Por ultimo, En el icono
“Introduction and referencies” ubicado en la parte superior derecha de la ventana
(), se podra encontrar una breve descripcion de la clave y las especies

estudiadas para construirla. Para mas detalles sobre el uso de la clave interactiva

se recomienda descargar el tutorial en: http://delta-intkey.com/www/programs.htm
opcion DELTA intkey tutorial PDF.

Figura 4. Ventana Principal de la clave interactiva de identificacion.
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b s C D) 2 o= B D ~ O M |raxones remanentes (%s) 0004 € e
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Digesin con 2 enama de restricon Ddel Baclus turngenss

Produccdn de ado via fermentadidn de Lactosa Baclus ichenforms
C Relacin con ¢l oxigeno Bacius subtis

con'a enama de restricodn Tagk Backus safenss hf
7 roduccin de sodo via fementacin e Mantol facius attudis

Prusha Voges Proskauer Baclus megaterim

IToeranca a NaQl

Pigestiin con la enzma de restricodn Haelll

Krecmiento a S0°C

Jso de Girato como fuente de carbono

icrdiss de amdin

Presenca de ristales parasporaes

Digestiin con 3 enama de restricodn Ybal

esenca de s enama Onidass

Produccidn de cdo via fermentacdn de Sacarosa

resenca de 2 enzima Ureasa

Caracteres usados (%s) Taxones eimnados (%s)

El significado de las letras (A-G) esta descrito en el texto.
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4. DISCUSION

El andlisis de similitud de secuencias del gen ARNr 16S relacion6 los 102 aislados
de la coleccion con siete especies de la base de datos NCBI. 21 de los aislados
fueron identificados como B. licheniformis (similitud = 98%), 6 como B. safensis
(similitud 99%) y 1 como B. altitudinis (similitud 99%). Los demas aislados, no
pudieron ser identificados debido a que presentaron porcentajes de similitudes <
97% o0 a que se relacionaron con mas de una especie de la base de datos. Estos
resultados confirman las limitaciones del analisis de homologia de secuencias del
gen ARNr 16S para distinguir especies estrechamente relacionadas del género
Bacillus, como ha sido previamente indicado por otros autores (Earl et al., 2007;
Maughan & Van der Auwera, 2011).

Dentro de las especies que encontramos como estrechamente relacionadas se
encuentran B. cereus y B. thuringiensis. La secuencia del gen ARNr 16S de estas
dos especies fue practicamente idéntica y 19 de los aislados (incluyendo la cepa
B. cereus ATCC®10876™) presentaron similitudes de secuencias = 98% con
ambas especies. Por su alta similitud, deferentes autores han recomendado
considerar estas dos especies como ecotipos de la misma especie (Carlson et al.,
1994; Helgason et al., 2000; Priest et al., 2004; Rasko et al., 2005; Tourasse et al.,
2006). Maughan & Van der Auwera (2011) plantean que el problema de
identificacion de las especies B. cereus y B. thuringiensis tiene raices histéricas y
radica en que esta se ha definido con base en caracteres fenotipicos
errbneamente utilizados para seguir diferencias filogenéticas. La mayor diferencia
fenotipica entre estas especies es la presencia de cristales proteinicos con toxinas
insecticidas en B. thuringiensis. Sin embargo, los genes que codifican para tales
toxinas se encuentran en plasmidos que pueden recombinar con los presentes en
la especie B. cereus (Carlson et al.,, 1994). Adicionalmente, las cepas de B.
thuringiensis que pierden estos plasmidos se vuelven indistinguibles de la especie

B. cereus (Maughan & Van der Auwera, 2011). Estos eventos de recombinacion
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hacen basicamente indistinguible la especie B. cereus de B. thuringiensis. Por ello,
los estudios dirigidos a desarrollar nuevos descriptores fenotipicos que permitan

identificar dichas especies son de alta importancia taxonémica.

Asi mismo, 51 aislados (incluyendo la cepa B. subtilis ATCC®6633™) presentaron
similitudes 298% con las especies B. subtilis y B. vallismortis, indicando las
limitaciones del analisis de secuencias de gen ARNr 16S con fines de
identificacion en correspondencia con un estudio previo (Earl et al., 2007). Estas
dos especies estan estrechamente relacionadas tanto a nivel fenotipico como
genotipico (Roberts et al., 1996). En este caso, ellas solo pueden distinguirse
mediante el porcentaje de hibridizacion ADN-ADN y perfiles de restriccion de

genes especificos (Roberts et al., 1996).

El andlisis filogenético basado en secuencias de gen ARNr 16S (Figura 1) nos
permiti6 ver las relaciones entre los aislados y/o especies. Los aislados
pertenecientes a las especies B. cereus/B. thuringiensis (tridngulos) se agruparon
en un grupo robusto (100% de confidencia) que se distingue genéticamente de los
demas grupos. Por su parte, los aislados aqui asignados a las especies B.
safensis y B. altitudinis (circulos) también formaron un grupo distinguible pero
estrechamente relacionado con los aislados de las especies B. licheniformis y B.
subtilis/B. vallismortis (cuadrados). Estas Ultimas especies, se observan dentro de
la misma rama en el arbol filogenético a pesar de que existen diferencias entre sus
secuencias (Tabla 1). Esto podria deberse a limitantes de las herramientas
matematicas y computacionales usadas para la construccion del arbol. En tal
sentido, la presencia o ausencia de una sola entrada (secuencia) puede reordenar
completamente las ramas del arbol. Por ejemplo, aqui encontramos que al eliminar
la secuencia del aislado UC-03, que presento un 98% de similitud con las especies
B. licheniformis y B. subtilis, las ramas del arbol se reorganizan y se pueden
observar los 20 aislados de la especie B. licheniformis en una rama independiente

soportada con un 86% de confidencia del nodo (Anexo H). Sin embargo, no se
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puede olvidar que, aun con las diferencias identificadas (Tabla 1), se trata de
especies que son estrechamente relacionadas. Por ultimo, los aislados CB-07,
MGS-23 Y WG-02, se observaron en ramas independientes de gran longitud
posiblemente por sus bajos porcentajes de similitud (94%, 92% y 95%,
respectivamente) con las secuencias de especies conocidas usadas para el
andlisis filogenético; sugiriendo que podria tratarse de nuevas especies.

Las relaciones filogenéticas encontradas aqui para especies del género Bacillus
son congruentes con las reportadas previamente en la literatura que muestran una
estrecha relacion entre las especies B. safensis, B. subtilis, B. vallismortis y B.
licheniformis; mientras que difieren ligeramente de las indicadas para las especies
B. cereus, B. thuringiensis y B. megaterium (Xu & C6té, 2003; Huang et al., 2005;
Shivaji et al., 2006; Yarza et al., 2008, 2010; Munoz et al., 2011; Maughan & Van
der Auwera, 2011). Maughan & Van der Auwera (2011) han estudiado las
relaciones taxondmicas de especies de Bacillus desde el punto de vista genotipico
y fenotipico indicando que cuando las cepas y/o especies muestran alta homologia
de secuencia del gen ARNr 16S su fenotipo probablemente también es muy
similar; sin embargo, cuando las cepas y/o especies tienen fenotipos similares no
necesariamente tienen alta homologia del gen ARNr 16S. Los resultados aqui
presentados fueron congruentes con tales argumentos. Algunos de los aislados
relacionados en el arbol basado en el gen ARNr 16S también estan relacionados
en el arbol basado en descriptores fenotipicos, pero aislados que se encuentran
relacionados en el arbol basado en fenotipo no lo estan totalmente en el arbol
basado en homologia de secuencia del gen ARNr 16S (Anexos H, I). En tal
sentido, se debe tener en cuenta que el uso de caracteres fenotipicos para la
identificacion o clasificacion puede resultar inconsistente. De acuerdo con el
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (De Vos et al., 2009) una prueba
fenotipica es considera positiva para una especie cuando mas del 85% de las
cepas y/o aislados producen resultados positivos; mientras que es considerada

negativa cuando menos del 15% dan resultado positivo. Sin embargo, pueden
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existir pruebas donde entre el 16 y el 84% de los aislados dan resultado positivo.
Es por ello, que los descriptores fenotipicos deben ser usados como complemento
de la informacidén genética, la cual resulta mas confiable en la mayoria de los

casos.

En tal sentido, el ARDRA es uno de los métodos moleculares mas confiables en la
identificacion de las especies. Mediante este método, se logré identificar los
aislados basandonos en la comparacion del perfil de bandas obtenidos entre estos
y las cepas de referencia (B. cereus ATCC®10876™, B. licheniformis
ATCC®12759™  B. megaterium ATCC®9885™, B. subtilis ATCC®6633™). En
total, con cinco enzimas se observaron 18 aislados que presentaron el mismo
perfil de bandas de la cepa de referencia B. cereus ATCC®10876™, 21 de B.
licheniformis ATCC®12759™ y 62 de B. subtilis ATCC®6633™. Uno de los

aislados (UC-03), presento un perfil de bandas anico (Anexos A - E).

La enzima Alul fue la mas informativa permitiendo distinguir por si sola las cuatro
cepas de referencia y el aislado UC-03 mostrando resultados congruentes con
estudios previos (Wu et al.,, 2006; Mohanty et al., 2011; Cihan et al., 2012).
Aungue con probada utilidad para distinguir especies del género Bacillus (Wu et
al., 2006, Cihan et al., 2012), la enzima Taql no result6 muy util en este estudio
mostrando solo dos perfiles de bandas en la coleccién de aislados y cepas de
referencia estudiadas. Por su parte, la enzima Ddel, que no habia sido
previamente usada en la identificacion de especies de Bacillus mediante ARDRA
mostrd, como la enzima Alul, sitios de restriccidn polimérficos en la secuencia del
gen ARNr 16S de la coleccion de aislados y cepas de referencia; o que la hace
muy informativa. Por el contrario, la otra enzima no usada previamente Xbal

mostré alta especificidad por la cepa B. megaterium ATCC®9885™.

En general, la combinacién de las enzimas usadas en este trabajo mostré ser

efectivas para la identificacibn de todas las especies del género Bacillus en
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estudio. Al igual que el andlisis de homologia de secuencias, los ARDRA
demostraron que la especie B. cereus es la mas distante genéticamente. Su
identificacion fue posible con solo una de las enzimas siguientes: Haelll, Taqgl, Alul
y Ddel; mientras que para identificar especies mas relacionadas como B.
licheniformis y B. subtilis se requiri6 al menos dos enzimas, Alul y Ddel. Por otro
lado, los 8 aislados anotados aqui como B. safensis y B. altitudinis mostraron el
mismo perfil de bandas para todas las enzimas utilizadas que la cepa de
referencia B. subtilis ATCC®6633™. Asi mismo, los aislados CB-07, MGS-23 y
WG-02 presentaron mayormente perfiles de bandas similares a las cepas de
referencia B. licheniformis ATCC®12759™ vy B. subtilis ATCC®6633™. Este
hallazgo sugiere que dichos aislados posiblemente corresponden a alguna de
estas especies. Sin embargo, se recomienda realizar mas analisis moleculares
con estos tres aislados, que incluyan regiones del genoma diferentes al gen ARNr
16S, para descartar totalmente la posibilidad de que sean especies nuevas.

Por ultimo, el aislado UC-03 presento perfiles de bandas Unicos con las enzimas
Alul y Ddel; pero que comparten bandas con los perfiles de las cepas de
referencia B. subtilis ATCC®6633™y B. licheniformis ATCC®12759™. Dichos
resultados son congruentes con el andlisis de homologia de secuencias en el cual
este aislado presenté 98% de similitud con ambas especies, indicando que
probablemente se trata de un hibrido entre ambas especies como se ha mostrado
previamente por otros autores (Duncan et al., 1989). Sin embargo, se recomienda
estudiar el genoma completo del aislado UC-03 para confirmar si es un hibrido o

una especie nueva.

Con los resultados obtenidos mediante el ARDRA vy los resultados de los
caracteres fenotipicos se generd un dendrograma que distribuyo los aislados de la
colecciobn en tres grupos (Figura 3), este dendrograma fue parcialmente
congruente con el analisis filogenético aunque mas resolutivo. Ademas de los tres

principales grupos observados (1: 18 aislados y B. cereus ATCC®10876™, 2: 21
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aislados y B. licheniformis ATCC®12759™ vy 3: 61 aislados y B. subtilis
ATCC®6633™) el aislado UC-03 se observa en una rama independiente debido a
sus diferencias genotipicas ya mencionadas (posible hibrido), la especie B.
megaterium ATCC®9885™ se observa en la base del arbol sin ningun aislado
relacionado a ella y el aislado WGS-29 se observa en una rama independiente del
grupo 3, este aislado aunque no mostré diferencias genotipicas (analisis de
similitud de secuencias del gen ARNr 16S y ARDRA) se encuentra separado del
grupo por sus diferencias fenotipicas, por lo que probablemente podria

considerarse como un ecotipo de la especie B. subtilis.

La identificacidn final de las especies fue posible gracias a la combinacion de las
tres técnicas utilizadas, el analisis de similitud de secuencias dio una primera
aproximacion de las posibles especies a las que pertenecian los aislados y logré
identificar 27 de ellos; los caracteres fenotipicos permitieron conocer la capacidad
metabdlica de cada uno de los aislados y diferenciar entre las especies B. cereus
y B. thuringiensis. Por ultimo, mediante el ARDRA se pudo asignar a la especie B.
subtilis aislados de la coleccién relacionados con dos posibles especies B. subtilis
y B. vallismortis. Adicionalmente, con el ARDRA se pudo asignar a una especie
aquellos aislados con homologia de secuencias del gen ARNr 16S < 95% con las

entradas de la bases de datos.

Los problemas de identificacion encontrados en el presente estudio evidencian
claramente la necesidad de consensos entre taxdnomos para redefinir el concepto
de especie microbiana. Por un lado, la utilizacion de genes altamente conservados
pueden estar subestimando el nimero de especies ecoldgicamente distintas; y por
el otro, las caracteristicas metabdlicas/ecoldgicas de las especies pueden no ser
congruentes con la reconstruccion filogenética (Maughan & Van der Auwera,
2011). Se requerira desarrollar técnicas que permitan medir la variaciéon a
diferentes niveles con aproximaciones al fenotipo, el genotipo y a la filogenia de

los microorganismos como ya ha sido sugerido (Vandamme et al., 1996; Janda &
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Abbott, 2002; Schleifer, 2009; Moore et al., 2010). Aproximar el concepto de
especie en un contexto ecolégico y evolutivo (Cohan 2002, 2006; Koeppel et al.,
2007), podria ser el modo mas realista de identificar los microorganismos. Sin
embargo, hasta tanto esto ocurra la taxonomia polifasica seguira siendo la mejor

aproximacion para la identificacion de especies.
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5. CONCLUSIONES

El andlisis de homologia de secuencias del gen ARNr 16S no es suficiente para
distinguir especies estrechamente relacionadas dentro del género Bacillus.
Aunque esta técnica es mas informativa, los descriptores fenotipicos son
indispensables para la identificacion de especies estrechamente relacionadas

dentro de este género.

La identificacion polifasica basada en los descriptores genotipicos y fenotipicos
agui usados constituye una estrategia Gtil para la identificacion de especies del
género Bacillus que habitan el subsuelo profundo de minas de carboén
colombianas. Mientras no se llegue a un consenso en la definicibn de especie
bacteriana o al desarrollo de un método universal que permita la identificacion de
todas las especies de Bacillus conocidas hasta hoy, la identificacidén polifasica sera

la mejor opcién para la identificacion de especies de este género.
La clave interactiva aqui desarrollada proporciona una forma rapida y sencilla para

identificar las especies de Bacillus que habitan el subsuelo profundo de zonas

carboniferas de Colombia.
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6. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar méas estudios con los aislados CB-07, MGS-23, WG-02 Y
UC-03 que incluyan genes diferentes al ARNr 16S, para confirmar o descartar lo
expuesto aqui. Dado su utilidad, se recomienda ampliar la clave de identificacion
con la incorporacion de otros descriptores y especies de diferentes zonas y

ambientes del pais.
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ANEXOS

Anexo A. Perfiles de bandas obtenidos con la enzima de restriccién Alul.
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Anexo B. Perfiles de bandas obtenidos con la enzima de restriccién Ddel.
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Anexo C. Perfiles de bandas obtenidos con la enzima de restriccién Taql.

Bc Bl Bsu Bm

3000
3000

2000
2000

1500
500

1200

1000
900

o

400
300
200

100

3000
2000
1500

1200
1000

n © o
Mm M o

3000
2000
1500

1200

1000
900
800
700
600
500
400

300

200

100

58



Anexo D. Perfiles de bandas obtenidos con la enzima de restriccién Haelll.
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Anexo E. Perfiles de bandas obtenidos con la enzima de restriccién Xbal.
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Anexo F Caélculo del indice de Concordancia Fenotipica (ICF).

Las columnas sombreadas indican las pruebas bioquimicas no consideradas.

PRUEBAS BIOQUIMICAS Y METABOLISMO
CODIGO
Gr B Sf lacg | glyg | mo oxr cat oxi | laca m;' sucg | suca | glug | glua mgan vp ure | msl | alm | 50°C cit | glya n’;al maan gel
. licheniformis 1 11 0 0o 1 o0 1 10 1 o0 0 1 0o 1 0 1 10 1 1 1 1 1 1 1 1
(Bergey’s, 2009)
f\‘T g’é’g‘g”f 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0o o0 0 0 1
WGS-24 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0
WGS-26 1 1 1 0 0 1 0 1 1 0 0 0 1 0 1 1 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0
WGS-27 1 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0
WGS-34 1 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 1 1 0 0 1 0 1
WGS-38 1 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0
WGS-39 1 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1
MGS-35 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0
UC-13 1 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0
uc-14 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0
UC-15 1 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0
UC-16 1 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0
WG-04 1 1 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 1 1 0
CB-02 1 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0
CB-03 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 1 0 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1
CB-04 1 1 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 1
CB-05 1 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0
CB-06 1 1 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1
CB-07 1 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0
CB-08 1 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 1 1 0 1 1 0 1
CB-09 1 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0
CB-10 1 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1
F.R. Esperado 1,00 100 100 100 100 091 09 08 08 018 09 09 073 09 064 09 09 077 100 068 100 000 0,18 0,73 0,18 0,64
ICF 0,87
0,08

ERROR ESTANDAR
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PRUEBAS BIOQUIMICAS Y METABOLISMO
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MGS-36

MGS-38

MGS-39
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1,00 030 0,89 0,57 064 1,00
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PRUEBAS BIOQUIMICAS Y METABOLISMO

cobieo Gr B sf |lacg g;y mo | oxr | cat | oxi I:c mgal s:c s:c géu g;u m:n vp | ure | msl | alm | 50°C | cit g;y n;al maan gel
B. safensis (Satomy et al., 2006) | 1 1 1 - - 1 1 1 1 10 0 - 1 0 1 - 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1
WGS-04 1 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0
MGS-01 1 1 1 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 1
MGS-03 1 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1
MGS-07 1 1 1 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 1
WG-02 1 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1
WG-12 1 1 1 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1
WG-16 1 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0
F. R. Esperado 1,00 100 1,00 1,00 1,00 1,00 043 100 043 100 1,00 1,00 0,00 1,00 000 1,00 086 1,00 1,00 0,71 0,71 0,00 0,00 0,00 0,00 0,71
ICF 0,82
ERROR ESTANDAR 0,14

El codigo del aislado esta relacionado con el origen del aislado (manto muestreado): (Cerrején: WGS: agua del surtidero, MGS: lodo, UC: carbdn
y Cucunuba: WG: agua, CB: carbdn); (1): resultados positivos; (0): resultados negativos. Gr: tincion de Gram; B: formas bacterianas (1: bacilo; O:
coco); SF: método tincidon de esporas Schaeffer-Fulton; Lac G: fermentacion de lactosa medido por produccidén de gas en medio Lactosa caldo
OXOID; Glyc G: fermentacidn de glicerol medido por produccién de gas en medio Glicerol rojo de fenol caldo; Mo: motilidad; OxR: relacién
oxigeno bacteriano (1: aerobio; 0: anaerobio facultativo); Cat: presencia enzima catalasa; Oxi: presencia enzima oxidasa; Lac a: fermentacién de
lactosa medido por acidificacion en medio Lactosa caldo OXOID; Mal g: fermentacidon de maltosa medido por produccidon de gas en medio
Maltosa rojo de fenol caldo; Suc g: fermentacidon de sacarosa medido por produccion de gas en medio Sacarosa rojo de fenol caldo; Suc a:
fermentacién de sacarosa medido por acidificacion en medio Sacarosa rojo de fenol caldo; Glu g: fermentacidn de glucosa medido por
produccién de gas en medio Glucosa rojo de fenol caldo; Glu a: fermentacién de glucosa medido por acidificacion en medio Glucosa rojo de fenol
caldo; Man g: fermentacién de manitol medido por produccidn de gas en medio Manitol rojo de fenol caldo; VP: produccién de 2,3-butanediol a
partir de glucosa medido en medio MR-VP; Ure: presencia de enzima ureasa como fuente de carbono medido en medio BBLTM Urea agar base;
MS1: tolerancia de sal medido como crecimiento en medio Manitol Salado agar OXOID; Alm: presencia de almidén medido en medio Almiddén
agar; 50°C: crecimiento a temperatura 50°C; Cit: uso de citrato como fuente de carbono en medio Citrato Simmons agar MERCK; Glyc a:
fermentacién de glicerol medido por produccion de acido Glicerol rojo de fenol caldo; Mal a: fermentacién de maltosa medido por acidificacidn
en medio Maltosa rojo de fenol caldo; Man a: fermentaciéon de manitol medido por acidificacién en medio Manitol rojo de fenol caldo; Gel:
licuefaccion de gelatina en medio Gelatina agar MERCK.
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Anexo G. Listado de los aislados y la especie identificada.

AISLADO ESPECIE AISLADO ESPECIE AISLADO ESPECIE
WGS-03 B. cereus MGS-14 B. subtilis UC-13 | B. licheniformis
WGS-04 B. safensis MGS-15 B. cereus UC-14 | B. licheniformis
WGS-05 B. subtilis MGS-17 B. subtilis UC-15 | B. licheniformis
WGS-06 B. subtilis MGS-18 B. subtilis UC-16 | B. licheniformis
WGS-09 B. cereus MGS-19 B. subtilis WG-01 B. cereus
WGS-11 B. subtilis MGS-20 B. subtilis WG-02 B. safensis
WGS-13 B. subtilis MGS-21 B. subtilis WG-03 | B. thuringiensis
WGS-14 B. subtilis MGS-22 B. subtilis WG-04 | B. licheniformis
WGS-15 B. subtilis MGS-23 B. subtilis WG-05 B. cereus
WGS-16 B. subtilis MGS-24 B. subtilis WG-06 | B. thuringiensis
WGS-17 B. cereus MGS-25 B. subtilis WG-07 B. subtilis
WGS-18 B. cereus MGS-26 B. subtilis WG-08 B. subtilis
WGS-19 B. subtilis MGS-27 B. cereus WG-09 B. cereus
WGS-23 | B. altitudinis MGS-30 B. cereus WG-11 B. subtilis
WGS-24 | B. licheniformis MGS-31 B. subtilis WG-12 B. safensis
WGS-25 B. subtilis MGS-32 B. cereus WG-13 B. subtilis
WGS-26 | B. licheniformis MGS-33 B. subtilis WG-16 B. safensis
WGS-27 | B. licheniformis MGS-34 B. subtilis WG-18 B. subtilis
WGS-29 B. subtilis MGS-35 | B. licheniformis WG-20 B. subtilis
WGS-30 B. subtilis MGS-36 B. subtilis WG-21 B. subtilis
WGS-31 B. subtilis MGS-38 B. subtilis WG-23 B. subtilis
WGS-34 | B. licheniformis MGS-39 B. subtilis WG-25 B. subtilis
WGS-35 B. subtilis ucC-01 B. subtilis WG-26 B. cereus
WGS-38 | B. licheniformis ucC-02 B. subtilis WG-27 B. subtilis
WGS-39 | B. licheniformis UC-03 | Posible hibrido WG-29 B. subtilis
MGS-01 B. safensis ucC-04 B. subtilis CB-02 | B. licheniformis
MGS-03 B. safensis UC-05 B. subtilis CB-03 | B. licheniformis
MGS-04 B. subtilis UC-06 B. subtilis CB-04 | B. licheniformis
MGS-05 B. cereus uc-07 B. subtilis CB-05 | B. licheniformis
MGS-06 B. cereus uC-08 B. subtilis CB-06 | B. licheniformis
MGS-07 B. safensis UC-09 B. subtilis CB-07 | B. licheniformis
MGS-08 B. subtilis UC-10 | B. thuringiensis CB-08 | B. licheniformis
MGS-12 B. subtilis UC-11 B. subtilis CB-09 | B. licheniformis
MGS-13 B. cereus UuC-12 B. subtilis CB-10 | B. licheniformis
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Anexo H. Arbol filogenético basado Anexo |. Dendrograma basado en
en secuencias del gen ARNr 16S sin descriptores fenotipicos.
el aislado UC-03.

Ml B. subtilis ATCC®6633™ UC-05m
WG085 MGS-23
| uc-os MGS-19m
W uc-02 MGS-12m
B MGs-33 MGS-20m
W MGs-21 UC-11
M MGS-14 .
B wGes-31 MOS 304 ]
M WGs-15 UC-06m
B ases UCoen
M WGS-30 HE,%:
M MGS-12 UC-12m
B MGS-20 UC-08m
B VMGs-31 x
UC-10A
= uc-o1 MGS-26m
v WGS-35m
- JttaiA MGS-14m L]
M B. subtilis (AJ276351) WGS_19'
M WGs-06 WGS-30m
wWGs- WGS-05m
B wes-19 MGS-18m
WGS-35 CB-06m
W MGS-17 CB-0dm
A MGS-064
23 = o<os 8. licheniformis ATCC®12759™m
M WGS-16 V%ESO%Z‘
W we-11 WGS-34m
M B. vallismortis (AB021198) 807
B wGs-11 CB-08m
W WGs-25 CB-05m
B MGs-04 CB-i0m
B MGs-18 P
B MGs-24 MGS-39
B MGs 36 WGS-18 A
W Ucos WG5-09 A
M Uc-11 WG-23 1
B W is WGS-26m
43| M w21 WG-25m
e wests
-Z240
63 m Wasa WGS-38m
M WGs-13 "
W WGs-29 MGS-35m
W VGS-08 WGS-31m
M MGS-19 W%(S:-Cl)fls. -
56| B MGs-25 WGS>39. —
B MGs-38 Bt
W uc-06 MGS-34m
M UC-12 UC-02m
72 WG-20 MGS-03e
B . safensise
B we-2s o
| ey WGS-25m
W MGS-26 . B.vallismortism
L =" MGs-23 B. subtilis ATCC®6633™m
52y 0 CB-07 CB-05m
M B. licheniformis ATCC®12759™ Wgé}l.
B CB-02 -04m
B CB-03 WG-2
M cB-04 WG-07m
M cB-05 WGS-14m
I cB-06 WG-27m
48| mm cB-08 WGS-04e
" -17m
M CcB-09 MGS-171
- -38m
M cB-10 MGS-38i
M uc-13 WG-11m
e st
9 uc-15 -
2he M uc-16 WG-29m I_
M MGs-35 WG-O0. e
B WG-04 N\{\é(g%gO —_—
WGS-24 -25m
= WGS-26 MGS-324 —1 ]
M WGs-27 UC-15m
M WGS-34 UC-13m H
M waGs-38 UC-16m
M B. licheniformis (CPO0O0002) UC-14m
W WGs-39 MGS-33m
@ B. altitudinis (AJ831842) MGS-01e | |
@® WGs-23 MGS-27 A
— WG-02 WG-03 A
55| @ B. safensis (AF234854) WG-01 A
® WGs-04 WG-05 A
32 @ MGS-01 WG-06 A
oM B thurinV\ilgr;gig:
60| @ MGS-07 X
: WG-12 B. cereus ATCC®10876™ A
® WG-16 WGS-230 —m
o4 B. megaterium D16273 MGS-08m
o B. megaterium ATCC®9885™ Mgg—gé: |
— A WG-26 -
A B. cereus (877AE016) WG-13m
A B.thuringiensis (D16281) MGS-07e
69 A\ B. cereus ATCC®10876™ WGS-15m
A WGS-03 WGS-13m
A \WGS-09 MGS-24m
100 | & WGsS-17 MGS-21m
A WGS-18 MGS-31m
A MGS-05 MGS-15 A
A MGS-06 MGS-13 A
A MGS-13 MGS-05 A
62 : MGS-15 Vl\\/llgg-%gl
MGS-27 -29m  ——
A MGS-30 WGS-06m
A MGs-32 - —_—
A uc-10 . megaterium 1
B jum®9885™
A WG-01 WGS-03 A ]
A WG-03 B. altitudinise L
WG-05 -
A WG-26 A
: WG-06 E. coli - - - - .
WG-09 1 1 1 1 1
E- coll (x80725) 088 068 048 028 0,08

002
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