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RESUMEN

Esta tesis describe la caracterizacién de los operones rrn repetidos en
bacterias marinas. La regién ubicada entre los genes 16S rRNA y 23S rRNA,
del operén ribosomal, es denominada cominmente ISR1 (intergenic spacer
region). Esta regién ha sido empleada para la identificacion de bacterias,
analisis de comunidades bacterianas y para estudios evolutivos. Para el
andlisis de estas regiones se emplea la amplificacién por PCR. Sin embargo,
mediante este método la observacion de cada poblacion bacteriana pudiera
estar limitada por diversas causas: i) presencia, y tamario de ISR1 y ii) que
las ISR1s estén enmarcadas por regiones conservadas complementarias a
los partidores empleados. Debido a dificultad de calcular el efecto de las
diferentes variables, la capacidad de amplificar ISR1 en una bacteria en
particular, sélo puede determinarse inequivocamente en forma experimental.
En la presente tesis observamos que contrariamente a lo esperado por
nosotros, que una fraccion significativa de poblaciones bacterianas pudieran
no dar productos de amplificacion, las ISR1s pudieron ser amplificadas
satisfactoriamente a partir de cada colonia presente en las muestras
analizadas.

Los operones repetidos rrm en un genoma, se mantienen iguales o
similares mediante una evolucién concertada. En bacterias se postula que
ésta ocurre mediante conversién génica. La evolucién concertada de los
operones rm es diferente en las distintas regiones o genes que lo integran.

Los genes 16S, 23S y 5S rRNA se mantienen casi idénticos, mientras que
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las ISR1s pueden ser muy diferentes dentro de un genoma. En general, sin
embargo, todas las ISR1s presentan dos o mas bloques de secuencias
iguales que evolucionan concertadamente. Mediante la caracterizacion de
estas regiones se pudieron conocer durante esta tesis varios aspectos
relacionados con la bacteria marina Vibrio parahaemolyticus. Se establecid
que la cepa tipo de la especie ATCC 17802, que tiene rrs polimorficos,
contiene al menos 7 operones que contienen rrs del tipo 1 y 3 con la
secuencia del tipo 2. Este resultado conjuntamente con el analisis de sus
ISR1s permitié sugerir que el mecanismo de conversion génica parece estar
funcionando correctamente en esta bacteria y por ende que el polimorfismo
observado en sus rrs repetidos podria deberse a la adquisicion de un rrs
mediante fransferencia lateral. Ademas se determiné que los dos tipos de irs
encontrados eran transcripcionalmente activos y durante la degradacion del
16S rRNA que ocurre en escasez de nutrientes ambos tipos eran
degradados indistintamente.

La caracterizacién detallada de las ISR1 en los operones de
diferentes cepas de V. parahaemolyticus permitio determinar el posible linaje
de las cepas estudiadas, incluyendo a la cepa responsable de la pandemia
actual.

Por todos estos resultados, el desarrollo de esta tesis contribuyé a
una mejor caracterizacion de las regiones espaciadoras entre los genes 165
y 23S rRNA, en bacterias marinas y a solucionar algunas incognitas sobre el
polimorfismo en V. parahaemolyticus y sobre el origen de nuevos serotipos

pandémicos.




SUMMARY

This thesis describes the characterization of the repeated rmn operons
in marine bacteria. The region located between the 16S and 23S rRNA
genes of the ribosomal operon, is commonly denominated ISR1 (Intergenic
Spacer Region). This region has been used for bacteria identification,
bacterial community analysis and for evolutionary studies. For the analysis of
this region is commonly employed PCR amplification, By this method,
however, the observation of every bacterial population may be limited by
several causes: i y i) presence and size of the ISR1 and iii) that the ISR1 be
surrounded by conserved regions complementary to the primers employed.
Due to the difficulty to calculate the effect of these different variables, the
ability to amplify the ISR1s in a particular bacteria, can only be determine
experimentally. In the present thesis we observed that contrarily to our
expectations, that a significant fraction of colonies would no vield
amplification products, spacers were successiully amplified from every
colony in the samples tested.

The repeated ribosomal operons in a genome are maintained identical
or almost identical by concerted evolution. In bacteria this concerted
evolution seems to occur by gene conversion. The concerted evolution of the
rrn operons is different for the various regions that compose them. The 16S,
23S and 58 rRNA genes remain almost identical, while the ISR1 can be very
variable in size and sequence in the genome. Generally, however, all the
ISR1s present two or more identical sequence blocks that evolved in a

concerted fashion. By the characterization of these regions was able to learn
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several aspects regarding the marine bacteria Vibrio parahaemolyticus. We
showed that the species type strain ATCC17802", that contains polymorphic
rrs genes, present at least 7 operons that contains an s of the sequence
type1 and 3 operons with an s of the type 2. This result together with the
analysis of the ISR1s allowed suggesting that the gene conversion
mechanism in this bacteria seems to function correctly and thus, the
polymorphism observed in their rrs could have arisen as a result of lateral
transfer.

Besides, we demonstrated that these 2 different rrs copies were
transcriptionally active and that during the 16S rRNA degradation that occur
in the state of nutrients deprivation, both types were degradated
indistinctively.

The detailed characterization of the ISR1s in the rmrn operons of
different strains of V. parahaemolyticus allowed determining the possible
lineage of the studied strains, including the strain responsible of the actual
pandemic.

Overall, taken together all of these results, the present thesis
contributed to a better characterization of the spacer regions between 16S
and 23S rRNA genes, in marine bacteria and to solve some incognitos
regarding the polymorphism in V. parahaemolyticus and about the origin of

some new pandemic serotypes.
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INTRODUCCION

En el ambiente marino se encuentran numerosas bacterias, entre
estas encontramos algunas que podrian ser potencialmente patogenas para
los peces, moluscos y los seres humanos (Matsumoto y col., 2000;
Colquhoun y col., 2002; Jores y col., 2003). Esto constituye una amenaza
omnipresente, tanto para la salud humana como para la acuicultura. Esta
amenaza es independiente de la contaminacién humana debido a que ia
mayoria de estas bacterias son autéctonas del mar. Por lo que se requiere
un estudio mas profundo de la diversidad y ecologia de estas bacterias.

Entre estas bacterias marinas las mas importantes son las
pertenecientes al género Vibrio, como: V. salmonicida, V. parahaemolyticus,
V. vulnificus, entre otros (Matsumoto y col., 2000; Colquhoun y col., 2002;
Jores y col., 2003). Las bacterias de este género se caracterizan por poseer
varias copias de genes ribosomales repetidos en el genoma y pueden
poseer de 7 hasta 11 operones (The Ribosomal RNA Operon Copy Number
Database (Klappenbach y col., 2001}).

Los genes ribosomales se encuentran organizados en el genoma
bacteriano formando operones y se presentan en la mayoria de las bacterias
en el siguiente orden 16S-238-5S, aungue existen algunas escasas
excepciones como: Thermus thermophilus, Leplospira interrogans
(Fukunaga y Mifuchi, 1989), Borrelia spp. {Ojaimi y col., 1994), Wolbachia
pipientis (Bensaadi-Merchermek y col., 1995); Rickettsia spp. (Andersson y

col., 1999) y Helicobacter pylori (Tomb y col., 1997), donde los genes 16S y




23S rRNA forman operones ribosomales separados (operones 16S y 23S
rDNA). Entre los genes 16S rRNA (rrs) y 23S rRNA (rri) y los genes 23S
rRNA y 5S rRNA (rrf), del operdn ribosomal (rm), se encuentran unas
regiones que los separan y que se denominan comunmente ISR (intergenic
spacer region). Se denomina ISR1 a la ISR localizada entre los genes s 'y
rrl e ISR2 a la ISR localizada entre los genes rr y rf. La ISR1 no se
encuentra en las bacterias sefialadas que contienen operones ribosomales

con una organizacion no clasica.

rrs ISR1 rrl ISR2 rrf

Fig. 1. Representacion esquematica de la organizacion clasica del operon ribosomal

en bacterias.

La ISR1 puede encontrarse en varias copias dependiendo del nimero
de operones ribosomales repetidos. El nimero de los operones ribosomales
descritos en bacterias varia desde 1 hasta 12 (Fogel y col., 1999). Las ISR1s
de diferentes operones pueden diferir tanto en secuencia como en tamario,
de esta forma una bacteria puede presentar varias ISR1 de diferente tamafio
(Clementino y col., 2001; Cohen y col., 2001). Los tamarios varian entre 60
pb como la descrita en Thermoproteus tenax (Gurtler y Stanisich, 1996) a
3074 pb en Borrelia burgdorferi (Fraser y col., 1997). Estas regiones pueden
contener desde uno a varios tRNA (Orcutt y col., 2002).

El operén ribosomal se transcribe en un solo rRNA primario que

contiene todo el operén, es decir, la secuencia lider, rrs, la ISR1, rrl, la ISR2




y nf. Este transcripto es posteriormente procesado para generar las
diferentes especies de RNAs encontradas en los ribosomas maduros
(Condon y col., 1992; Gurtler y Stanisich, 1996). ISR1 contiene secuencias
conservadas que participan activamente en la maduracion del transcripto
primario policistrénico. Estas permiten la formacion de una estructura
secundaria que es reconocida por la RNasa lll y Rnasa P, que resuelve y
separa los diferentes rRNAs (Perez y col., 1998; lteman y col., 2002). Las
ISR1s también contienen otras secuencias bastante conservadas dentro del
dominio Bacteria, denominadas “boxB” y "boxA”’ que actian como
antiterminadores y participan ademas en el plegamiento de los tallos
implicados en el procesamiento del rRNA (Berg y col., 1989; Condon y col.,
1995; lteman y col., 2002).

Universalidad y evolucién de las ISR1. La mayoria de los trabajos
donde se analizan las regiones 1SRs se han concentrado en ¢! estudio de la
ISR1. Debido a la sencillez de amplificacién de esta region mediante el
empleo de partidores “universales” (por ser sus secuencias blanco altamente
conservadas en las diversas especies de bacterias) y a su gran variabilidad
entre bacterias de diferentes géneros, especies o tipos de una misma
especie; ha sido preferida para la identificacion, tipificacion y clasificacion de
bacterias {(Conrads y col., 2002; Perez y col., 1998), y para el analisis de
comunidades bacterianas (Espejo y Romero, 1997; Garcia-Martinez y col.,
1999; Gong y col., 2002; Randazzo y col., 2002; Schmalenberger y col.,
2001). También ha sido utilizada para estudios evolutivos (Lan y Reeves,

1998; Gurtler, 1999). Sin embargo, todas estas aplicaciones aln requieren
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de una mayor comprensién de la funcién de las ISRs, principalmente ISR1,
su universalidad y su evolucién. Se desconocen dos puntos importantes; si
las condiciones comunmente utilizadas para observar las ISR1s entregan un
cuadro completo de la comunidad y cémo interpretar la diferencia o similitud
entre las ISR1s de dos cepas. Para este Gltimo punto es necesario conocer
mas sobre la evolucion de estas regiones.

Representatividad de las ISR1 para el analisis de comunidades
bacterianas. En general el analisis de las comunidades bacterianas por
ISR1 se realiza amplificando esta region mediante PCR. La representacion
de las diferentes comunidades por los amplificados obtenidos depende entre
otras cosas, de la proporcién de bacterias que rinda un producto por PCR. Si
la abundancia de poblaciones bacterianas con ISR1 no amplificables
mediante PCR es alta, la representacion real de la diversidad bacteriana en
una muestra pudiera verse limitada severamente. La obtencién de producto
de PCR puede verse afectada por varias razones entre estas se destacan al
menos 3: a) ausencia de ISR1, b) ISR1 de tamafios demasiado largos como
para ser amplificadas eficientemente, y ¢) ISR1 enmarcadas por regiones no
exactamente complementarias a los partidores empleados. La ausencia de
ISR1 en algunas bacterias fue comentada anteriormente. En algunas
especies bacterianas, la ISR1 es de tamarios mayores a 1500 pb y su
amplificacion es ineficiente empleando las Tag polimerasas que se emplean
comunmente en el PCR. Sin embargo la presencia de bacterias con ISR1 de
tamarios grandes es muy escasa; entre los 2612 ISR1s (ISR1) presentes en

la base de datos de ISR1s (RISSC), sclamente 19 son mayores de 1.4 kpb




(http://ulises.umh.es/RISSC/). Por las razones expuestas la causa mas

probable del fallo en la amplificacion de las ISR1 es probablemente la falta
de suficiente complementariedad entre los partidores y sus regiones blancos.

Mediante el analisis de las secuencias blanco para los partidores en
aquellas especies bacterianas o clones ambientales para los cuales se
conocen las secuencias de los genes 16S rRNA y 23S rRNA, se puede
estimar la fraccién bacteriana que pudiera no observarse mediante este
método. Los partidores méas comunmente utilizados para la amplificacion de
las ISR1 son aquellos descritos por Jensen y col. (1993). El partidor ubicado
en el gene 16S rRNA, fue disefiado a partir de una regién altamente
conservada en un gran nimero de genes 16S rRNA. Sin embargo, el
partidor reverso fue seleccionado examinando solamente 5 secuencias 23S
rDNA bacterianas y 4 de cloroplastos de plantas. La secuencia blanco de
este partidor reverso se encuentra menos conservada entre los genes 23S
rRNA. Gurtler y Stanisich (1996) realizaron una revisioén de estas secuencias
en 21 especies que representan 8 géneros, y mostraron que 8 de ellas
contenian al menos 1 mal apareamiento dentro de las 5 bases cercanas al
extremo 3° del partidor. La amplificacién dependera del grado de
complementariedad entre el partidor y la secuencia blanco pero es muy dificil
distinguir el niimero y posiciones de los sitios no apareados que la
afectarian. El efecto de los sitios mal apareados sobre la temperatura de
fusién es dificil de calcular pues varia segtn el tipo de bases opuestas y la
secuencia adyacente (Tijssen, 1983). Si los sitios no apareados se

concentran hacia el extremo 3° del partidor, se desestabilizaria la unién de la
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polimerasa a éste extremo impidiéndose el paso posterior de extension
(Tijssen, 1993). En un andlisis reciente sobre la microbiota presentes en
ostras (Romero y col., 2002), se observé la predominancia de una bacteria
relacionada con Arcobacter spp. mediante la amplificacion del gene 16S
rRNA empleando partidores “universales”. Sin embargo, fue imposible
detectar esta bacteria mediante la amplificaciéon de la ISR1. Esta
discrepancia se debié posiblemente por la presencia de una zona blanco no
efectiva para el partidor reverso en el gene 23S rRNA.

En su conjunto, todas estas observaciones sugieren que se estaria
perdiendo una fraccion bastante importante de especies bacterianas en los
andlisis de comunidades basadas en la amplificacion mediante PCR
empleando el método descrito por Jensen y col. (1993). Sin embargo, estas
estimaciones consideran exclusivamente aquellos grupos bacterianos con
secuencias rRNA reportadas hasta la fecha, y excluyen a los grupos
bacterianos atn por descubrir, que pueden conformar un grupo varios
ardenes de magnitud més numeroso (Amann y col., 19995).

En conclusion, la capacidad de observar ISR1 en una bacteria en
particular sélo puede determinarse inequivocamente en forma experimental.
En esta tesis, hemos empleado un acercamienio empirico para estimar [a
fraccion de una comunidad bacteriana que pudiera perderse cuando una
muestra es analizada por amplificacién de la ISR1 por PCR, empleando los
partidores y el método descrito por Jensen y col. (1993). Con este objeto,

medimos la frecuencia de colonias con ISR1 amplificables en una muestra

en particular. Esta muestra consistié en placas de agar solido conteniendo




alrededor de 50 colonias derivadas de homogenados de ostras. Analizamos
cada colonia por la presencia de 1SR1 amplificables y la correspondencia de
su patron de ISR1 con el patrén de ISR1 obtenido luego de amplificacion por
PCR del DNA total de la muestra, como se realiza usualmente en este tipo
de analisis.

Evolucién de las ISR1 en operones repetidos de un genoma. La
familia de genes repetidos ribosomales r7s se mantienen casi idénticos entre
ortélogos de la misma especie o clon, y muestran un nivel de divergencia
con sus ortélogos en ofras especies (Elder, Jr. y Turner, 1995; Liao, 1999;
Liao, 2000). Estas observaciones indican que existe una evolucion
concertada en los miembros de esta familia multigénica (Gurtler y Mayall,
1999; Liao, 2000). A pesar de evolucionar de manera concertada, en estos
genes también existe, al igual que en todos los demas genes, una presion
hacia la diferenciacion, ocasionada por mutaciones, rearreglos
cromosomales y por la adquisicion de genes por transferencia lateral (Arber,
2000). Los mecanismos mediante los que ocurre esta homogenizacién o
evolucion concertada entre los genes s multicopias no se encueniran
elucidados hasta la fecha. Sin embargo, se cree que en los procariontes
ocurre a través de conversion génica (Liao, 2000), que es un proceso en que
un segmento de DNA es convertido a la secuencia presente en ofro
segmento o al menos parece ocurrir de este modo. Este proceso pudiera
ocasionarse por un tipo de recombinacién “no-reciproca” entre los operones
rm o parte de ellos (Lan y Reeves, 1998). En esta forma se ha explicado la

propagacion de un operdn rm a otro de un sitio Bghi en el clon de la séptima




pandemia de V. cholerae (Lan y Reeves, 1998). Sin la existencia de la
evolucidon concertada, las mutaciones irian acumulandose en los genes
rRNA individualmente a un nivel similar al que se acumulan entre especies
(Liao, 2000). En la evolucion de los rm repetidos existen por lo tanto dos
presiones, una hacia a la diferenciacion y otra hacia la homogeneizacion.
Dependiendo de cual sea mas intensa, el resultado final serd genes
repetidos idénticos si la homogeneizacion es mayor, o bien genes repetidos

polimérficos si la presion hacia la diferenciacion es mayor.

Fig. 2. Representacion esquematica de genomas con 165 rDNA repefidos
polimérficos o monomoérficos como consecuencia de la tasa relativa de la homogenizacion

vs la diferenciacion y los posibles mecanismos que lo generan.

En la familia de operones repetidos rm, la aparente evolucion
concertada es diferente para las distintas regiones o genes que lo integran.
A pesar que en la mayoria de los casos el mismo /rs se mantiene en todos
los operones repetidos, las regiones espaciadoras (ISR) pueden ser
diferentes. Las ISR1s de un genoma conteniendo operones con rrs idénticos

pueden ser iguales o distinguirse en tamafio y secuencia. Sin embargo,



todos las ISR1s de un mismo genoma pueden presentar dos o mas bloques
de secuencias iguales, o sea que muestran una evolucién concertada (Anton
y col., 1898; Gurtler, 1999; Conrads y col., 2002). Dos de estos bloques se
ubican en los extremos 5 y 3" de las ISR1s y su funcién pudiera
relacionarse con en la “maduracion” del transcrito ribosomal primario.
Entender las razones por qué la evolucion concertada es diferente en dos
regiones adyacentes podria contribuir a la comprensién de la evolucion de
los rm. Al igual que los rrs, los blogues iguales de las ISR1 sufren evolucién
concertada dentro de la especie pero se van diferenciando entre especies,
haciéndose mas divergente entre mayor sea la distancia evolutiva (Gurtler,
1999).

En el caso de la bacteria marina Vibrio parahaemolyticus la cual
contiene numerosas copias de operones rmn, también se puede apreciar este
tipo de eventos. Recientemente, el genoma secuenciado de una cepa de
esta especie, RIMD2210633 (VpKX), ha sido publicado (Makino y col.,
2003). Su genoma consiste en 2 cromosomas circulares que contienen 11
copias de operones rn, 10 en el cromosoma 1 y uno en el cromosoma 2.
Esta cepa muestra genes s idénticos en todos sus 11 operones
ribosomales (Makino y col., 2003), sin embargo la mayoria de las cepas del
género Vibrio muestran pequefias pero detectables diferencias entre estos
genes, incluyendo la cepa tipo de la especie ATCC 178027 (VpD) (Moreno y
col., 2002). Esta cepa contiene genes rrs repetidos que son polimérficos y
pueden ser distinguidos en dos tipos, que difieren en 11 sitios que

conforman una horquilla del 16S rRNA, desde los nucledtidos 440-496
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(numeracién de Escherichia coli). Este polimorfismo en sus rrs puede ser
observado mediante la formacion de heterodupletes luego de amplificar por
PCR los genes 16S rDNA de esta cepa (Moreno y col, 2002). Para
mantener esta estructura cada cambio de un sitio va acompafiado por otro
en el bloque que conforma la hebra complementaria de la horquilla. La
acumulacion de tantas diferencias acompafiadas por cambios
compensatorios sugiere que la divergencia de los dos tipos de rrs,
encontrados en VpD, es relativamente antigua y que una de estas
secuencias probablemente evolucioné en ofra cepa y fue adquirida por
transferencia lateral. Una de las secuencias pudiera corresponder al rrs en
un solo operén que recombind con el DNA entrante pero también pudiera
corresponder a un rrs presente en varios operones rm, en el caso de que
esta secuencia halla sido propagada a otros /s, a través de eventos de
conversion génica. Desconocemos si un hecho similar al observado en los
rrs se da en las ISR1 de esta cepa (VpD), por lo que una comparacién entre
sus ISR1s podra ayudar a comprender la forma en que ocurre la evolucion
concertada y a entender los fenémenos que determinan poli y
monomorfismo.

Para explorar el niamero de operones que contienen cada uno de los
tipos de s y las posibles sefiales de eventos de conversion génica,
caracterizamos los diferentes operones rm en VpD mediante clonamiento y
secuenciacion de sus diferentes irs conjuntamente con su {SR1 adyacente,
obtenidos mediante amplificacion por PCR. Los operones rrn en cada uno de

los clones fueron distinguidos y agrupados por el tamafio y secuencia del
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ISR1 que contenian (Maeda y col., 2000; Makino y col., 2003) y luego fue
secuenciado el rrs de cada grupo. Para distinguir las potenciales quimeras
que podrian formarse entre los /7s y los ISR1s de los diferentes operones rm
durante la amplificacion por PCR, el tipo de secuencia rrs fue también
determinado en los operones rm previamente separados por electroforesis
en campo pulsado (PFGE) luego de digerirse el DNA total con la enzima /-
Ceul. La enzima de restriccién /-Ceul reconoce y corta en una secuencia de
19 pb presente en el gene 23S rRNA de [os operones rm de la mayoria de
las protecbacterias (Liu y Sanderson, 1995), incluyendo a V.
parahaemolyticus (Makino y col., 2003). Mediante ambos analisis
observamos que al menos existian 7 operones rm conteniendo /7s con la
secuencia tipo 1 y 3 operones conteniendo la secuencia del tipo 2, la
presencia de mas de un operdon de cada tipo, indicaria que una de las
secuencias se ha propagado a los otros operones, probablemente por
conversion génica. Ademas al comparar las secuencias de los diferentes
operones se observaron otros rastros de conversion génica entre los
operones rm, como la presencia de las mismas mutaciones en el mismo sitio
en algunos de los operones y la conservacién de bloques de secuencias en
las ISR1 altamente variables. El conjunio de todas estas observaciones
sugfere que un rrs con una secuencia bastante similar fue adquirido por
transferencia lateral por la cepa analizada y posteriormente propagada a los
otros operones 1 mediante conversion génica. Estas observaciones tienen
ademas una implicancia significativa en el empleo del gene 16S rRNA para

los estudios filogenéticos porque para algunos la diferencia entre los rrs del
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tipo1 y el tipo2 indicarian que pertenecen a diferentes especies y sugiere
una revision en la designacion de la cepa tipo de la especie V.
parahaemolyticus.

Sintesis y degradacién de los diferentes tipos de 16S rRNA en V.
parahaemolyticus ATCC17082". Como se menciona mas arriba, esta cepa
contiene dos tipos de secuencias en los rrs, denominadas tipo 1y 2 (Moreno
y col., 2002). También se observéd que la secuencia del tipo 2 se encuentra
en al menos 3 operones rm y la del tipo 1 en 7 u 8. La expresion de las
diferentes copias de los genes 16S rRNA pudieran ser reguladas
diferencialmente. De acuerdo a Hirvonen y col. {2001) un mismo estimulo
puede activar los promotores P1 presentes en todos los operones rm en E.
coli, pero la contribucién relativa de esta activacion por un estimulo en
particular puede variar. Debido a estas consideraciones nos planteamos la
posibilidad de explorar si estos dos tipos diferentes de rrs en VpD, se
estaban expresando.

La mayoria de los estudios de metabolismo bacteriano ha sido
realizado en células en estado exponencial y poco se sabe de como se
comporta en ambientes naturales (Kalpaxis y col., 1998). La adaptacion a
estados de no crecimiento, observables en bacterias sobreviviendo en
ambientes oligotroficos, requiere de un gran ajuste fisiologico (Kramer y
Singleton, 1992; Kalpaxis y col., 1998). Se ha observado que cuando la
célula alcanza un estadio de escasez de fuentes de carbono, ocurre una
rapida degradacién de los ribosomas y por lo tanto de sus rRNAs, esencial

para su sobrevivencia (Davis y col., 1986; Matin y col., 1989). Sin embargo

o
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un nivel critico de ribosomas deben permanecer funcionales, de lo contrario
la céluta no podria realizar algunos procesos, necesarios durante escasez de
nutrientes y especialmente de retornar a condiciones de crecimiento rapido
(Kalpaxis y col., 1998). En estudios de sobrevivencia de V. cholerae en agua
de mar artificial mantenidas a diferentes temperaturas se ha observado que
a 15°C, las células pasan a un estado especial de escasez de nutrientes y a
4°C pasan a un estadio de viable no cultivable (VBNC) (Pruzzo y col., 2003).
En ambos pasos, los ajustes metabdlicos deben ser bastante bruscos. Una
situacion de este tipo atraviesa V. parahaemolyticus al ser liberado al agua
desde el hospedero donde crecia. Por estas razones, nos propusimos
explorar si la degradacion de los dos tipos de rRNAs en VpD ocurria de
manera selectiva en situaciones de escasez de nutrientes.

Determinaciéon del linaje de las cepas pandémicas de V.
parahaemolyticus. V. parahaemolyticus es una bacteria cuyo habitat natural
son las aguas costeras y es una de las mayores causas de gastroenteritis
asociada al consumo de alimentos marinos, ya sean crudos o mal cocinados
(lida y col., 1998; Tagomori y col., 2002; DePaola y col., 2003). La mayoria
de los aislados clinicos son Kanagawa positivo {producen una S-hemodlisis en
un tipo especial de Agar sangre- Agar Wagatsuma) y presentan una
hemolisina termoestable denominada TDH (Ckuda y col., 1997a; Wong vy
Wang, 2004). A diferencia de V. cholerae, donde solamente dos serotipos,
serotipo O1 y 0139, han sido implicados en las pandemias de cdlera hasta
la fecha; la gastroenteritis provocada por V. parahaemolyticus puede ser

ocasionada por varios serogrupos. Hasta la fecha han sido descritas al
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menos 75 combinaciones diferentes de serotipos O y K (Bhuiyan y col.,
2002). Desde 1996, la mayoria de los aislados clinicos de V.
parahaemolyticus se han originado aparentemente de un mismo clon
pandémico. Estos aislados se han encontrado en muchas de las infecciones
reportadas en la India, Rusia, Sudeste Asiatico, Japon y Norte América
(Chiou y col., 2000; DePaola y col., 2000). Aislados del serovar O3:K6 vy
otros que han aparecido recientemente (04:K68, 01:K25, 01:K41 y 04:K12)
todos obtenidos a partir de 1996 han sido considerados como un mismo clon
(Okuda y col., 1997b; Okuda y Nishibuchi, 1998; Laohaprertthisan y col.,
2003). La naturaleza clonal fue supuesta debido a la gran cantidad de
propiedades compartidas entre estos aislados, ausentes en la mayoria de
los aislados O3:K6 obtenidos antes de1996. Estas propiedades incluyen: (i)
presencia del gene fdh y ausencia de los genes i1 y ure (Okuda y
Nishibuchi, 1998), (ii) patrones casi idénticos por PCR empleando partidores
que se unen arbitrariamente (AP-PCR) (Okuda y Nishibuchi, 1998), y por
PFGE (Arakawa y col., 1999), (iii) presencia de una secuencia Unica en el
operén foxRS (Matsumoto y col, 2000), y (iv) presencia de un fago
filamentoso, f237 (Nasu y col., 2000), con un marco abierto de lectura tnico
(ORF 8) (lida y col., 2001; Osawa y col., 2002). Algunas de las serovariantes
aisladas mas recientemente, carecen de algunas de estas propiedades
(Laohaprertthisan y col., 2003).

Como se menciona mas arriba esta bacteria contiene un ndmero
elevado de operones rm y en la cepa secuenciada RIMD 2210633 (VpKX)

todos sus genes rs son idénticos (Makino y col., 2003). VpD presenta genes
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rrs polimérficos y es en cambio una cepa no O3:K6 aislada en 1851. Los
Vibrios son bacterias que viven en agua de mar y por lo tanto se encuentran
sometidas a un alto nivel de transferencia de genes por transduccion (Jiang
y Paul, 1998). Por ejemplo, cepas O3:K6 de V. parahaemolyticus se
encuentran asociadas a un fago filamentoso capaz de integrarse en el
cromosoma del huésped (Nasu y col., 2000; lida y col., 2002). Este tipo de
fagos pudiera facilitar la transferencia lateral de genes rrs de especies
relacionadas muy cercanamente. Debido a que el polimorfismo en los genes
s parece prevalecer entre las especies de Vibrio (Moreno y col., 2002), la
emergencia de cepas como la VpKX que carecen de polimorfismo en sus
genes rrs repetidos, pudiera deberse a un aislamiento ecolégico prolongado
o a la seleccién de una secuencia rrs en particular por razones que se
desconocen. En la presente tesis describimos la caracterizacion vy
comparacién de los operones rmn en 11 aislados pandémicos incluyendo
VpKX y en 3 no-pandémicos; VpD, la cepa tipo de la especie, VpAQ, un
aislado 03:K6 Kanagawa negativo obtenido en 1991 (Tagomori y col., 2002),
y Vpl, un aislado 04:K12 Kanagawa positivo obtenido en 1968 (M. Yoh,
RIMD, Osaka University, comunicacién personal). El analisis comparativo de
estas cepas permiti6 llegar a conclusiones importantes en relacién a la

filogenia de las cepas pandémicas.
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HIPOTESIS:

Una interpretacién mas adecuada de los resultados de diversidad
bacteriana basados en el andlisis de los operones ribosomales en bacterias
requiere un mayor conocimiento. Se postula que el método de amplificacion
de la regién espaciadora ubicada entre los genes 16S y 23S rRNA, podria no
determinar todas las bacterias presentes en una muestra. Ademas se
postula que en las bacterias de la especie V. parahaemolyticus la existencia
del polimorfismo en sus genes 16S rRNA repetidos se debe a una

ineficiencia en el mecanismo de homogenizacién (conversion génica).

OBJETIVOS:

1. Determinar empiricamente la frecuencia de bacterias con ISR1 no
amplificables.
2. Caracterizar los genes 16S rRNA repetidos y sus regiones ISR1
adyacentes en la cepa tipo de V. parahaemolyticus.
2.1 Determinar los diferentes operones ribosomales en la
cepa tipo de V. parahaemolyticus.
2.2  Determinar si son activos transcripcionalmete los dos
tipos de 16S rDNA presentes en dicha cepa.
3. Comparar los ISR1 de diferentes cepas de V. parahaemolyticus con

los ISR1 de la cepa pandémica O3:K6.
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MATERIALES Y METODOS

Origen y cosecha de las ostras. Los ejemplares de ostras chilenas
(Tiostrea chilensis, Philippi 1845), fueron obtenidos en el centro de cultivo
“Quihua”, localizado en la latitud 40° S en la costa sur de Chile, en enero del
2002. Para la obtencion de homogenizados, las ostras fueron abiertas y su
cuerpo fue finamente picado y pesado. Posteriormente se les afiadio un
volumen igual de TE 10X (Tris 0.1M, EDTA 0.01M, NaCl 0.15M, pH 7.8) frio
estéril y la mezcla fue subsecuentemente homogenizada sumergida en un
bafic de hielo, empleando el homogenizador de tejidos Tissue Tearor (TM,
modelo 985-370, Biospec Products Inc., WI, USA) a maxima velocidad por 3
minutos. Posteriormente se sembraron diluciones seriadas del
homogeneizado en placas de Agar Marino (Difco, Sparks, MD) y las placas
se incubaron a 17°C en atmodsferas de aerobiosis y de anaerobiosis. Para
obtener las condiciones de anaerobiosis se empled el Kit de Merck
Anaerocult C (Merck), siguiendo las instrucciones del productor. Las placas
conteniendo colonias espaciadas fueron seleccionadas para realizar un
plagueo en réplica.

Extraccion de DNA y amplificaciéon por PCR. Una de las réplicas de
las placas fue empleada para la extraccién del DNA total de las bacterias
presentes en la placa. Con este objeto el total de las bacterias fue
resuspendido mediante extenso lavado de la superficie de la placa con 5 mi

de TE 10X, 0.15M NaCl frio estéril. La otra réplica fue empleada para el

O
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andlisis independiente de cada colonia bacteriana. En este caso, cada
colonia fue tomada de la placa con palilos de dientes estériles y
resuspendida en 100 pl de TE 1X, 0.15M NaCl. E! DNA fue a continuacion
extraido de las suspensiones como se describe en Romero y col. (2002).

Tanto el DNA extraido del total de bacterias, como el DNA extraido de
cada colonia fueron amplificados por PCR como se describe en Espejo y
Romero (1997). Brevemente, los ISR1 fueron amplificados por PCR
empleando aproximadamente 1 ng de DNA y los partidores (G1 y L1)
empleando las condiciones descritas por Jensen y col. (1993), con las
modificaciones siguientes: se emplearon 25 ciclos de 98°C por 1.5 min,
58°C por 1.5 min, y 72°C por 1.5 min y una extension final de 10 min a 72
°C. Los productos de PCR fueron examinados a través de electroforesis en
geles de poliacrilamida y tefiidos con nitrato de plata (Pizarro y col., 1996).

Construccion del Dendrograma. Los dendrogramas fueron creados
usando el programa Treecon for Windows (Van de y De Wachter, 1984). Las
distancias genéticas fueron calculadas basadas en el nimero de ISR1 del
mismos tamarfio o migracion compartidos entre los diferentes pares de
OTUs, de acuerdo a Nei y Li (1979). El agrupamiento fue realizado mediante
WPGMA.

Bacterias y medio de cultivo. Las cepas de V. parahaemolyticus
ATCC 17802 (VpD), RIMD 2210856 (VpAQ), 2210633 (VpKX) y 2210086
(Vpl) fueron obtenidas directamente de sus respectivas colecciones de
cultivo. Otras cepas bacterianas, mostradas en la Tabla 1, fueron

gentilmente proporcionadas por el Dr. Mitsuaki Nishibuchi del Center for
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Southeast Asian Studies, Kyoto University. Todas las cepas bacterianas

fueron crecidas en Caldo Marino (Difco, Sparks, MD) a 37°C.

TABLA 1. Propiedades de las cepas de V. parahaesmolyticus examinadas en la

presente tesis.

Cepas Serotipo tdh frh  ure GS-PCR ORFS Aislado en
VpD Non O3:K6 + @ ND ND - - 1951, Japan
ATCC17802
Vpl 04:K12¢ +2 ND -3° ND ND 1968,
WP-1 Wakayama
RIMD2210086
VpAQ 03:K6° +© +&  gef ND ND 1991, Osaka
AQ4673 Airport
RIMD2210856
VpKX O3:K6 +f -1 -f +f ND 1996, Kansai
KXV237 Airport
RIMD2210633
KXV225 03 K6 +9 = ND +9 +* 1998, Kansai
Airport
VP2 0O3:K6 +9 = ND +9 + 1998, Korea
VP47 03:K6 +9 < ND +9 +2 1996,
ATCCBAAZ238 Calcutta
VP81 03:K6 +9 = ND +9 ND 1998,
ATCCBAAZ239 Calcutta
97LVP2 O3:K6 +9 g ND +9 +D 1997, Laos
JKY-VP6 O3:K6 +9 g ND +9 ND  97-98, Japan
AN-5034 04:K68 +9 < ND +9 ND 1998,
Bangladesh
AN-8373 03:K8 +9 4 ND +9 ND 1998,
Bangladesh
OP-424 04:K68 +9 9 ND +9 ND 1998, Japan
KXV737 O1:KUT +9 -4 ND +9 ND 1999, Int
travel THA

GS-PCR se ref ere al Group specnf ic PCR descrito por Matsumoto y col.(2000). ND es no
determlnado T. Honda, comunicacién personal, b (nuestros resultados, no mostrados); (Myers y
col,, 2003) (Myosun Yoh, RIMD, Osaka University, comunicacion personal, é(Tagomori y col.,
2002) "(Makino y col., 2003); Elr([‘w‘latsumotoycol 2000).

Preparacién del agua de mar artificial (AMA) y condiciones de
cultivo. El estudio se realizd con la cepa ATCC de V. parahaemolyticus y se
empled AMA (Sea Salts, Sigma) para crear las condiciones de escasez de

nutrientes, a una concentracion final de 35 ppt y se elabor6 de acuerdo a las
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especificaciones del productor. EI AMA fue esterilizada por filtracion
empleando filiros de 0,22 um. Antes de comenzar con el estudio de escasez
de nutrientes, la cepa fue crecida en LB a 37°C con agitacion (180 rpm)
durante toda la noche. Parte de este cultivo fue inoculado en medio fresco
LB, en las mismas condiciones, hasta alcanzar una DOgoo = 0,5. 20 ml
proveniente de este cultivo exponencial, fue centrifugado por 5 min a 4000xg
y el precipitado fue lavado dos veces con AMA y luego resuspendido en
AMA hasta una DOsy = 0,25 (aprox. 10® células/ml). Esta suspension final
fue empleada para inocular 3 botellas conteniendo AMA a una concentracion
final de 10° células/ml. Las botellas fueron incubadas a 4°C, 15°C y 37°C por
72 horas a oscuras sin agitacién. Las muestras se tomaron de cada botella
a las 24h y a las 72h.

Extraccién de DNA y amplificacion por PCR. Los DNAs bacterianos
fueron extraidos (Sambrook y Russell, 2000) y amplificados por PCR como
ha sido descrito previamente (Espejo y Romero, 1997). Los partidores
empleados en las diferentes amplificaciones fueron: Eubac27F y 1492R
(Delong, 1992) para amplificar el gene 165 rRNA; 357F y 518R (Moreno y
col., 2002) para amplificar el fragmento de 161 pb que contiene la regién
variable del gene 16S rRNA, G1F y L1R (Jensen y col., 1993) para amplificar
la regién espaciadora entre los genes 183 y 23S rRNA, y una combinacion
final de los cebadores 357F y L1R para amplificar un fragmento que
contenga, tanto el 16S rDNA, como su ISR1 adyacente. Este ultimo producto
fue empleado para realizar la clonacién y posterior secuenciaciéon de los

clones. Los productos de PCR fueron examinados a traves de electroforesis
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en geles de poliacrilamida y tefidos con nitrato de plata como ha sido
descrito (Pizarro y col., 1996). Los productos del PCR fueron purificados
mediante el Kit Wizard® PCR Preps DNA Purification System (Promega,
Madison, Wi) siguiendo las instrucciones del productor. A continuacién estos
productos fueron clonados en el vector de clonacion pGEM®T Easy Vector
Systems (Promega), siguiendo el procedimiento especificado por el
productor. Los plasmidios fueron obtenidos mediante extraccion rapida por
lisis alcalina (Sambrook y Russell, 2000).

Anilisis de los segmentos de DNA. Para el andlisis, tanto del
tamafio del ISR1 como del tipo de rrs presente en cada clon, el DNA fue
diluido (1:100 volivol) en agua destilada estéril y se emplearon 15 pL de esta
dilucion para amplificar por PCR el gene 168 rRNA o el ISR1 como se
describe mas arriba. El tamafio del ISR1 fue determinado mediante PAGE.
La determinacion del tipo de rrs se realizé a través del ensayo de formacion
de heterodupletes como ha sido descrito previamente (Espejo y col., 1998),
excepto que la electroforesis fue realizada a 150V. Para la secuenciacion,
los plasmidios fueron purificados mediante E.Z.N.A.® Plasmid Miniprep Kit |
(Omega Bio-tek, Inc, Doraville, GA), siguiendo las indicaciones del productor.
Los productos clonados de la cepa VpD fueron secuenciados en el Herbert
Irving Comprehensive Cancer Center del Columbia Prebysterian Medical
Center. Los productos clonados de las otras cepas fueron secuenciadas en
el GBF (Gesellschaft fir Biotechnologische Forschung mbH) en
Braunschweig, Alemania. La secuenciacién fue realizada en un

secuenciador automatico ABI 3100 Genetic Analyzer empleando el Kit de
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secuenciacion Big Dye Terminator Cycle Sequencing V2.0 Ready Reactions
y los protocolos recomendados. Los siguientes partidores fueron empleados
en la secuenciacion; M13F y 518R para secuenciar la regién variable de 161
pb del gene 16S rRNA, GIFy L1R para secuenciar el ISR1. Las secuencias
de DNA fueron inspeccionadas individualmente y ensambladas
manualmente. Las secuencias fueron alineadas y comparadas empleando &l
programa BioEdit (Hall, 1999).

Electroforesis en campo pulsado (PFGE). La preparacion de los
bloques de agarosa conteniendo el DNA genémico bacteriano se realizd
como ha sido descrito previamente (lida y col., 1997). El DNA embebido en
los blogues de agarosa fue digerido empleando la enzima de restriccion /-
Ceul (New England Biolabs, Beverly, MA) por 16 h a 37°C, empleando 50
U/bloque. Los fragmentos resultantes de la digestion fueron separados a
través de una electroforesis en campo pulsado. Esta fue realizada en un
CHEF DRIl System (BioRad, Hercules, CA), empleando agarosa de bajo
punto de fusién (Promega, Madison, WI) al 1%, en solucion tampdén TBE
0.5X (45 mM Tris-borato, 1 mM EDTA-Na, pH 8.0). La duracién de los pulsos
de corriente, fueron con un intervalo de tiempo de 6-60s a 200V por24 hy a
una temperatura constante de 14°C. Terminada la electroforesis, el gel fue
tefiido con bromuro de etidio (5 pg/mi) por 30 min y fotografiado. Las bandas
observadas fueron subsecuentemente cortadas empleando escalpelos
estériles y un trozo de cada banda fue mezclado con 10 volimenes de TBE
1X (10 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA-Na, pH 8.0) y luego derretido a 65°C. De

cada solucion resultante se tomaron 12 ul para PCR. La reaccién de PCR se
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realiz6 como se describié previamente (Espejo y Romero, 1997), excepto
que solamente se emplearon 20 ciclos. Los partidores empleados para las
diferentes amplificaciones fueron: 357F y 518R para amplificar el fragmento
de 161 pb que contieng la regién variable del gene 16S rRNA 'y G1F y L1R
para amplificar el ISR1.

Amplificacién por PCR y secuenciacion del operdn toxRS y los
genes gyrB y rpoD. El operén foxRS, los genes gyrB y rpoD fueron
amplificados por PCR empleando las condiciones descritas por Matsumoto y
col. (2000). Los partidores empleados fueron toxRS.1f y toxRS.2r para
amplificar el operén toxRS (Matsumoto y col., 2000), UP-2rgyrB vy UP-1gyrB
para amplificar el gene gyrB (Venkateswaran y col.,, 1998), y RpoDf (5'-
GGATCAAAATCCGCAGTCAC-3") y RpoDr (5-CGAATCTTCGTCGTCAC
CGA-3') para el gene rpoD. Los productes de PCR fueron purificados
empleando el QlAquick PCR Purification Kit de Qiagen para purificacion de
productos de PCR, siguiendo las indicaciones del productor (Qiagen,
Alemania). 3 pl de cada purificacion fue secuenciado como se describe mas
arriba, empleando los mismos partidores empleados en la amplificacién por
PCR.

Extraccion y cuantificacién del RNA. Para la extraccion de RNA, se
tomaron 10 ml de cada botella y se centrifugaron a 4000xg por 10 min. El
precipitado fue resuspendido en 0,5 ml de AMA y luego se le afiadio 1 ml de
una solucion de RNAprotect Bacteria Reagent (Qiagen, Hilden, Alemania).
Se volvié a centrifugar y se eliminé el sobrenadante y las muestras fueron

guardadas a -70°C hasta ser procesadas. La extraccion de RNA se realizé
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empleando el RNeasy Mini Kit (Qiagen). La lisis de las células se realizd
empleando 100 pl de Lisozima (500 pg/ml) por 5 min a temperatura
ambiente. El tratamiento con DNasa (Qiagen) se realizd por 30 min a
temperatura ambiente y siguiendo las recomendaciones indicadas por el
productor. Al finalizar la extraccion el RNA fue eluido con 30 pl de agua libre
de nucleasas. El RNA fue cuantificado empleando el Kit Ribogreen de
Molecular Probes y un lector de microplacas como se describe previamente
(Weinbauer y col., 2002). Los RNAs fueron almacenados a — 70°C.

Amplificacién por RT-PCR. La reaccién de RT-PCR fue realizada en
dos etapas. La reaccién de RT se realizd empleando el Kit TagMan®
Reverse Transcription Reagents (Applied Byosistems), usando como
partidores hexameros randomizados. De cada cDNA resultante, se tomaron
5 pl para ser amplificados por PCR como ha sido descrito previamente
(Matsumoto y col., 2000). Para amplificar el fragmento de 161 pb que
contiene la regién variable del gene 16S rRNA, se emplearon los partidores:
357F y 518R (Moreno y col., 2002). Los productos de PCR fueron
examinados a través de electroforesis en geles de poliacrilamida y tefiidos
con nitrato de plata como ha sido descrito (Pizarro y col., 1996).

Secuencias nucleotidicas: Las secuencias nucleotidicas fueron

depositadas en el GenBank bajo los siguientes numeros de accesos

AY298799-808, AY527386-397 y AY531062-074.
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RESULTADOS
1. Analisis de comunidades bacterianas de ostras mediante la
amplificacién por PCR de la region espaciadora entre los genes 16S y

23S rDNA.

1.1 Conservacion de los sitios blanco en las secuencias de los 168

rDNAs y 23S rDNAs disponibles en las bases de datos.

Como se describié en la introduccién la principal causa del fracaso en la
observacion de las regiones espaciadoras entre los genes 16S y 23S rRNA
al amplificarlas por PCR, parece ser la ausencia de la secuencia
complementaria al partidor reverso en el 238 rDNA. Por este motivo, se
explord la conservacion de los sitios blanco en las secuencias de los 18S y
23S rDNA que se encuentran actualmente disponibles en las principales
bases de datos. Fl analisis de la mayoria de las secuencias de 23S rDNA,
disponibles en la base de datos RDPII (Maidak y col., 2001), NCBI, y en las
secuencias de genomas presentes en el NCBI, mostré que entre los 23S
rDNA de 79 especies correspondientes a 51 géneros, el 43% contienen 2 o
mas sitios nucleotidicos no complementarios a la secuencia del partidor, con
al menos uno de ellos localizado en las Gltimas § bases del extremo 3° del
partidor (el anexo 1 muesira algunos ejemplos de estas secuencias). Se
estima que una deficiencia a este nivel en la complementariedad impediria el
alineamiento estable entre el partidor y su secuencia blanco. Curiosamente,

a pesar de la estrecha relacion filogenética, algunas bacterias del género
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Bacillus muestran una situacion especial; mientras Bacillus subtilis y B.
stearothermophilus muestran un alineamiento perfecto con el partidor, otras
especies del mismo género como B. cereus, B. thurigiensis y B. mycoides
muestran 9 sitios no complementarios. Por otro lado, el sitio blanco para el
partidor en el extremo 5° parece estar altamente conservado: solamente 76
entre un total de 7584 secuencias alineadas de 16S rDNA en la base de
datos RDPIl (Maidak y col, 2001) (1%) muestran 2 o mas sitios no
complementarios a la secuencia del partidor, con al menos uno de estos

sitios en las Ultimas 5 bases del extremo 3 del partidor.

1.2 Estimacién de la fraccidn de bacterias con 1SR1 no amplificables en

una placa de Petri con bacterias procedentes de ostras.

Con el objeto de estimar la fraccién de una comunidad bacteriana que
puede pasar desapercibida al amplificar los ISR1 con la técnica descrita, se
analizaron muestras especialmente elaboradas con este objeto. Estas
muestras consistieron en un par de placas iguales, obtenidas por réplica de
una conteniendo alrededor de 50 colonias. La placa original fue obtenida
mediante la siembra de diluciones apropiadas de homogenados de ostras.

Una de las placas réplica fue usada para extraer el DNA desde el total las

colonias presentes en la placa, como ocuriria normalmente cuando se
emplea este método para analizar una muestra dada. La otra placa fue

usada para extraer el DNA de cada colonia por separado. Los DNAs

.
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extraidos fueron posteriormente empleados para amplificar las regiones
ISR1 mediante PCR de acuerdo a Jensen y col. (1993).

Al amplificar por PCR utilizando este partidor, cada una de las 61
colonias presente en la muestra rindié productos en el rango de tamafios

reportados para los ISR1 (RISSC) (hitp://ulises.umh.es/RISSC/),

contrariamente a lo esperado de acuerdo a la escasa universalidad
observada para la secuencia del partidor reverso. El patron de tamarios de
los ISR1s observados para cada colonia permitié distinguir 22 OTUs
(Operacional Taxonomical Unit) enire las 61 colonias analizadas. La Fig. 3
muestra el dendrograma obtenido luego de agrupar las colonias de acuerdo
a su patrén de ISR1. El patron H fue observado en 33 colonias y constituy6

el tipo prevalente observado en la muesira.
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Fig. 3. Diversidad bacteriana observada mediante el analisis del patrén de ISR1

obtenido al amplificar por PCR las colonias independientemente obtenidas del

homogenado de ostras en condiciones de aerobiosis. A} PAGE de los ISR1 obtenidos
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luego de amplificacién por PCR de algunas de las colonias mas abundantes. Ld es el
marcador de peso molecular de 100 pb. B) Dendrograma mostrando la similitud entre los
patrones de ISR1 de cada colonia en la muestra analizada. Las letras indican el OTU al cual

fueron asignadas cada colonia.

Debido a que resultd sorprendente que los ISR1 pudieran ser
amplificados, con los partidores utilizados, desde cada una de las colonias
observadas en la placa de Petri, se exploré la posibilidad de que la baja
restriccion en la etapa de alineamiento del partidor a la secuencia blanco,
pudiera estar permitiendo la amplificacién a pesar del mal alineamiento con
alguno de los partidores empleados. Una baja restriccion, permitiria la
amplificacion de ISR1 de operones rm con un alio nimero de sitios mal
alineados asi como también la amplificacién no especifica de otras regiones
del DNA. Para explorar esta posibilidad, se realizaron amplificaciones con
una mayor restriccién en la etapa de alineamiento, utilizando bacterias de
colonias con patrones de ISR1 diferentes. Al ir aumentando la restriccion, se
esperaba una desaparicion selectiva de las bandas generadas desde
colonias conteniendo blancos con mal alineamiento y la permanencia de las
bandas en aquellas conteniendo alineamientos correctos. Sin embargo, el
resultado mostré que al aumentar la femperatura de alineamiento en solo 1
°C, se produjo una reduccion uniforme en la cantidad de cada producto en
todas las colonias. La Fig. 4, muestra un ejemplo de la amplificacién a la
temperatura de alineamiento estandar (58 °C) y a 1 °C mayor. Este resultado

indicé que la restriccion utilizada era casi la maxima posible y que la
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observacion de ISR1 en todas las colonias analizadas no se debié al empleo

de una condicién de baja restriccion.
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Fig. 4. PAGE de los productos obtenidos luego de la amplificaciéon por PCR a
temperaturas crecientes de alineamiento. En cada carril se indica el OTU empleado para

la amplificacién. Ld es el marcador de pesc molecular de 100 pb.

1.3 Representacién de las diferentes poblaciones bacterianas en el
producto de la amplificaciéon por PCR del DNA extraido de la muestra

completa.

Otro factor que influye en el andlisis de las comunidades bacterianas
por este método es la competencia en la amplificacion entre los ISR1s en
bacterias diferentes. Los ISR1s con tamafio o secuencia disimiles, pueden
ser amplificados con eficiencia diferente por la competencia entre las
diferentes secuencias blanco. La diferente eficiencia de amplificacién podria
impedir la deteccion de productos desde DNAs con secuencias blanco
apropiadas pero que por su composicion o famafio no compitieran

eficientemente al ser amplificadas junto a otros DNAs. Al amplificar estas
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mezclas existe entonces la posibilidad que los ISR1 de algunas colonias,
que fuesen amplificados con menor eficiencia no sean observados cuando
se emplea el DNA extraido a partir de toda la muestra. Para explorar su
ocurrencia en las muestras analizadas, se examind la representacion de los
ISR1 obtenidos independientemente de cada colonia en el producto obtenido
al amplificar la mezcla de DNAs de todas las colonias en la muestra.
Especificamente, se compard el patrén de ISR1s obtenido después de Ia
amplificacion del DNA extraido de toda la muestra, con el patrén obtenido al
mezclar los productos de PCR de cada colonia (Fig. 5). Ambos patrones
electroforéticos mostraron solamente diferencias sutiles (Fig. 5, carriles S y
AP), sugiriendo que la amplificacion de los diferentes ISR1s no fue afectada
significativamente por la competencia entre DNAs. La Fig. 5 muestra
ademas el patrén observado luego de la amplificacién de una mezcla de
DNA extraido de cada colonia (carrii C). Casi todas las bandas
electroforéticas observadas al amplificar e! ISR1 de cada colonia fueron
también detectadas en el producto de amplificacién del DNA extraido
directamente de la muestra total. Sin embargo, debido a la superposicion de
muchas de las bandas en este producto, no fue posible determinar si una
banda en particular correspondia realmente a alguna de las bandas
observadas luego de la amplificacion del DNA de un grupo de colonias en
particular.

Solamente para un tipo de colonia en particular (OTU F), que muestra
bandas de ISR1 que no se superponen con ninguna de las de las ofras

colonias, se pudo observar que no estaba representada en el producto.

o
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Estas colonias, representaban cerca del 10% del total (5 entre 61) y sugiere
que poblaciones en porcentaje menor de 10% o menos, podrian no ser

observadas en este tipo de andlisis.
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Fig. 5. Patrones de ISR1 observados luego de la amplificacién del DNA extraido de
toda la muestra o extraido individualmente de cada colonia presente en la muestra. El
producto de PCR obtenido del DNA de toda la muestra (S), mezcla de los productos de PCR
obtenidos independientemente del DNA de cada colonia presente en la muestra (AP). El
carril C corresponde al producto obtenido al amplificar una mezcla de los DNAs obtenidos
independientemente de cada colonia. Ld es el marcador de peso molecular de 100 pb.

Para explorar si los resultados descritos anteriormente, pudieran
restringirse solo a un grupo particular de bacterias; [a misma experiencia fue
realizada, empleando una placa de Petri conteniendo ahora colonias
crecidas en condiciones anaerébicas. El resuitado obtenido fue similar al ya

descrito. Al amplificar independientemente, las 37 colonias presentes en la
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muestra, cada una rindié productos de los tamafios esperados para los ISR1
(Fig. 6). En este caso, sin embargo, no existié una prevalencia de algin OTU
en particular y pudieron distinguirse 30 colonias diferentes mediante sus
patrones de ISR1. Los OTUs mas abundantes fueron el U y el M, con 3

colonias cada uno.
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Fig. 6. Diversidad bacteriana observada mediante el analisis del patrén de ISR1
obtenido al amplificar por PCR las colonias obfenidas independientemente del
homogenado de ostras en condiciones de anaerobiosis. A) PAGE de los ISR1 obtenidos
luego de amplificacién por PCR de algunas de las colonias mas abundantes. Ld es el
marcador de peso molecular de 100 pb. B) Dendrograma mostrando la similitud entre los
patrones de ISR1 de cada colonia en la muestra analizada. Las letras indican el OTU al cual
fuercn asignadas cada colonia. Vp: V. parahaemolyticus.
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2. Caracterizacion y evolucién concertada en la familia de operones

ribosomales repetidos en la bacteria marina Vibrio parahaemolyticus.

21 Polimorfismo y conversién génica en los miltiples operones

ribosomales repetidos en la cepa tipo de la especie V. parahaemolyticus

2.1.1 Caracterizacion de los operones rm mediante amplificacién por

PCR.

La caracterizacion de los rrn requirio la separacién previa de los distintos
operones ribosomales. Para separar los diferentes rm, se clonaron los
productos de la amplificacion por PCR conteniendo la regién de interés para
la distincién de los operones. Esta region contenia cerca de tres cuartos de
los genes rrs mas su ISR1 adyacente. 44 de los clones resultantes se
examinaron por el tamario del ISR1 y el tipo de rrs. El tamafio de los ISR1s
se determiné mediante amplificacién especifica de esta regién y posterior
electroforesis, como se indica en Materiales y Métodos. Posteriormente se
determiné el tipo de rrs presente en cada clon. El tipo de irs se determind
por el ensayo de formacion de heterodupletes. Este ensayo se basa en la
formacion de hibridos con migracion retardada cuando los segmentos de rrs
contienen secuencias nucleotidicas diferentes. Para este ensayo, se
amplificé un fragmento de 161 pb que contiene la region variable de los 175, a
partir de los diferentes clones obtenidos y se probaron [os productos

resultantes por hibridacién con fragmentos conteniendo rrs de tipo 1 6 2




34

(Moreno y col., 2002), obtenidos de plasmidios recombinantes. En la Figura
7 se muestran los resultados de estas pruebas. De acuerdo a lo anterior la
presencia de bandas con menor migracién ocurre cuando el /rs probado es

diferente al presente en el plasmidio.
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Fig. 7. Diferencias en los rrs del tipo 1 detectada mediante la diferencia en migracion
electroforética de los heterodupletes formados con el rrs del tipo2. PAGE de la
hibridacion de los amplicones de los diferentes clones del rrs de tipo 1 con los amplicones de
los clones conteniendo rrs del tipo 1 o 2. El tipo de los amplicones rrs hibridados se muestra
en la parte de arriba de cada carril. VpD corresponde al producto de la amplificacion del DNA
total de V. parahaemolyticus ATCC17802". Ld corresponde a un marcador de peso
molecular de 100 pb. 1%, 1b y 1c corresponden a los subtipos asignados de acuerdo a la

‘migracion electroforética de los heterodupletes formados con el amplicn del r7s tipo 2.

Estos ensayos ademas de identificar el tipo de rrs, permitieron distinguir 3

subtipos de secuencias en el r7s tipo 1, denominadas 1a, 1b y 1c. El subtipo
de s 1 se detectd porque los amplificados de algunos clones formaban
heterodupletes con grado diferente de migracién al hibridar con el rrs de tipo

2, pero no formaban heterodupletes con el clon rrs de tipo 1. Tampoco

L
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formaban heterodupletes al hibridar entre ellos. De acuerdo, tanto al tamafio
de su ISR1 como al tipo de s los clones pudieron distinguirse en 9 grupos.
Posteriormente, se secuenciaron al menos 2 clones de cada grupo. Estas
secuencias permitieron identificar 10 grupos de clones; siete conteniendo el
mrs de tipo 1y tres el tipo 2. En la Fig. 8 se muestra un esquema del tipo de
rrs y el ISR1 presente en los diferentes grupos. En la parte derecha se
muestra esquematicamente la secuencia de la regién variable del irs y los
tRNAs incluidos en cada ISR1, deducidos a partir de sus secuencias. Los

subtipos 1a, 1b v 1c¢ difieren por un solo nucleétido.

a)

rrolalisRl-T06 Srres. .. ABGTGATASYSTIANTAGCACTATCATTT., - . 2rad . LOLu. JLyd. W Al8. . Vid. .. 5%xrl
rrelalishles69  Strra. .. ROCTUGTACTOTTANTAGCACTATCATIN . o » xx 23 . LG, s, . Val, waSfrrl
reslef/ISRI-689 S*rrs. .. AGETGETASTCTTAATAGCACTATCATOT . . . xre3s . . Glu. (LY S, . V8l ., 5222
rea2/ISRY -579  Strre. ... BGCGEGTACGTTANTAGCGTATICGYTT .. X883 ”, JIle...Alafval. . .50e)
rralb/ISR1I-542  S5roo. .. JAGGAGGTAGTOI TAATAGCACTATCATIT. . LIXo3’ . JAla, Glu. .. 500
erela/IoR1.524  57XER. .. AGETGSTAGTGTTARTAGCACTATCATIT. . 283 . s 110y, sAla. . B irx)

*xeI/IGR) =524 STmre....AGGCCCOTACGTITANTAGCOTARTCYRIT. . .xred . . 2le. . .Ala. ., 62T
rrElalIsnl-4T8  SITES. .. LHECTGOTAGICT TARTAGCACTATCALIT . - XX AT/, .8Ju. .. 51l

2rEla/ISRE-278 S*rea... . AGCGTGUTAGTGTIARTACCACTATCATTE . . X283 sy s S42rL

rra2/ISR1 «278 S5°rrs... AGCCGGOTACGTITAATAGUGTATICGITT . . XXE3 saves ««Stxel

B}

Sequencas tRNA.Ala

GRIA-ALa 524 GOOGUTATAGCTCRGCTGGIACASOSCCIGLCTTOCACGCAGGAGGTICTSOFIITOCATCCCUCATAQCRCIACCR,
CRNA-Ala~ISR1-579 ~GOGOTATAGCTCACCTCSACAGGLCTGICTTOCARGCAGUGGTTCACTHEI TOTAGTCCGRTATCGCUCALCA
ERNA-Yat BED GOCOGATTAGOTCAG T IGGAAGACCACSTGOCT TACARGCARGGETCACTEST TORAGCCCEGTATOGCCCACER
<)

Sequences tRNA-Ala

£RNA-ALR BGOSR G CTO RGO TG GAG AG UG TGO T TG CACGORBSAGGTC TG UGG TTOCATCC DG CATAGL I LCACCR

ERNA-ALA-TSRI-B42 -GOGCTATARCTCAGCTREENEASLHCITCECTGRCAGCGRAGREE TCATCOUT TOBATCCOGRTTAGCTCCACCR

Fig. 8. Representacién esquematica de la composicion de los diferentes operones rrn
putativos, que fueron distinguidos en los clones obtenidos de los productos
amplificados por PCR. Los nucledtidos ubicados en los sitios polimérficos se muestran en
letra negrita. A) Cada uno de los 10 operones rrn putativos designados por el tipo de rrs 'y el
tamaiio de su ISR1 a continuacion en pb (en [a primera columna). El esquema muestra la
secuencia en la regién variable de los rrs, seguida por los tRNAs presentes en cada ISR1 de
cada operdn putativo. B) Se muestra la secuencia del tRNA encontrado en el ISR1 de 579 pb
comparada con la secuencia del tRNA-Ala y el tRNA-Val encontrada en la mayoria de los
ISR1s. C)} La secuencia del tRNA-Ala encontrada en el ISR1 de 542 pb comparada con la de
los tRNAs-Ala encontrada en los otros ISR 1s.
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Como fue previamente observado para la misma cepa de V.
parahamolyticus por Maeda y col. (2000), las secuencias de los ISR1s
permitieron distinguir seis grupos diferentes entre las 4 bandas observadas
por PAGE de los productos de amplificacién por PCR. Las secuencias
obtenidas resultaron practicamente iguales a aquellas reportadas por Maeda
y col. (2000), excepto que en nuestro caso observamos un [SR1 adicional.
Este ISR1 consiste en una secuencia de 579 nucleétidos que corresponde a
una quimera o recombinante del extremo 5° del ISR1 de 524 pb y del
extremo 3' del ISR1 de 669 pb. El sitio de recombinacion parece ubicarse en
el tRNA-Ala del ISR1 de 524 pb y el tRNA-Val del ISR1 de 669 pb (Fig. 8B).

Los tRNAs para el mismo amino acido presentes en mas de un ISR
son idénticos y probablemente evolucionan en concierfo. El tRNA-Ala
encontrado en el ISR1 de 542 pb parece ser una excepcion pues muestra

una secuencia muy diferente a la encontrada en los de otros ISR1s (Fig. 8C).

21.2 Caracterizacion de los operones rm por electroforesis en

campo pulsado (PFGE).

El hallazgo de un ISR1 que pudiera corresponder a una quimera

originada durante la amplificacion por PCR, hizo imprescindible descartar

que algunas de las combinaciones de rrs-ISR1 observadas, no se hubieran

también generado durante la amplificacion. Por esta razon, se definieron los
\

| operones por un método diferente, en el cual los operones ribosomales se
|

separaron previo al analisis por PCR. Los diferentes operones nm se

.
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separaron por PFGE desde DNA digerido con la enzima de restriccion /-
Ceul. Esta enzima corta en una secuencia especifica de 19 pb (5'-
TCGCTACCTTAGAGACCGTTATAGTTA-3") situada en el gene 23S rRNA
de V. parahaemolyticus (Makino y col., 2003). En cada una de las bandas
obtenidas se determiné el tipo de rrs y el tamafio del ISR1, empleando la
misma metodologia usada para el andlisis de los diferentes clones, descrita
mas arriba. En la Fig. 9A se muestra el resultado del PFGE con las bandas
distinguidas numeradas del 1 al 8. A la derecha de cada banda se indica el
tipo de rrs y el tamario del ISR1 (entre paréntesis). En la Fig. 9B se muestran
los ISR1s observados luego de la amplificacion de cada banda; la
observacién de mas de un ISR1 en algunas bandas (bandas 1, 5y 7) se
debe probablemente a la co-migracién de dos fragmentos de restriccion o a
la presencia de dos operones con direcciones opuestas en un mismo
fragmento de digestion. En la Fig. 9C se muestra el resultado del ensayo de
heteroduplete entre los fragmentos de /rs de 161 pb amplificados de cada
banda obtenida en el PFGE. Como se describié anteriormente, la migracion
de los hibridos formados permite definir el tipo de rrs. En algunas bandas la
presencia de un solo tipo de rrs es evidente, como la presencia de [a del tipo
1en la banda 1, 2 y 8 o del tipo 2 en la banda 6. La banda 5 es una
excepcion pues muestra la formacion de heterodupletes cuando se hibrida
con amplicones de los clones ya sea del tipo 1 0 2, e incluso consigo misma.
Este tipo de resultado se debe probablemente a la presencia en esta banda
de dos operones rrn conteniendo rrs de diferente tipo. Los heterodupletes

observados con esta banda también se observaron en otras pero en una
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proporcion mucho menor. En estos casos su presencia es probablemente

producto de la contaminacién con otros fragmentos de restriccion.

B)
1(700/550) 700 -
550 -
1¢(550) 500 -
280
1(500) C) 1 2 3 4
1(500) VpD Ld I 2 - 1 2 - 1 2 - 1 2 - 1

E

1,2(700/500)

2(280)
2(500/280)

KdvpDp I 2 - 1 2 - 1 2z - 1 2z - 2

1(700)

Fig. 9. Separacién de los fragmentos gendémicos conteniendo los operones rrn y
caracterizacién de sus rrs y los ISR1s en la cepa VpD. A) Electroforesis en campo

pulsado del DNA digerido con /-Ceul. El nimero asignado para cada banda se indica en €l
lado izquierdo, el tipo de rrs y el tamario aproximado de los |SR1s (entre paréntesis),
observado en cada banda son indicados al lado derecho. B) Electroforesis en gel de
poliacrilamida de los ISR1s obtenidos por amplificacion por PCR como se describe en
Materiales y Métodos. El numero encima de cada carril corresponde a la banda analizada.
VpD corresponde al producto de la amplificacion del DNA de V. parahaemolyticus
ATCC17802". Ld corresponde a un marcador de peso molecular de 100 pb. C) Electroforesis
en gel de poliacrilamida de los productes formados luego de la denaturacion y renaturacion
de una mezcla de los productos de amplificacion de la region variable de los rrs contenidos
en cada banda (indicada en la parte de arriba cada 3 carriles) con los productos de la
amplificacién de los clones conteniendo rrs ya sea del tipo 1 o del tipo 2 o con ellos mismos
(indicados como 1, 2 6 -, en la parte de arriba de cada carril, respectivamente). 1y 2 en los
carriles finales hacia la derecha corresponden a una auto-renaturacién de los productos de
los clones rrs 1y 2. VpD y Ld como se indica en B).

O
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En su conjunto, estos resultados permitieron distinguir 11 posibles
operones ribosomales con una composicion similar a la obtenida por
amplificacién por PCR y clonamiento pero no se encontraron los operones

mrs1-1SR1-278 y el 1rs2-ISR1-579.

2.1.3 Polimorfismo en la regién espaciadora 16S-23S rDNA de la

familia de operones rm.

Las regiones espaciadoras 163-23S rDNA pueden ser divididas en
bloques conteniendo secuencias conservadas y variables (Gurtler y
Stanisich, 1996). El anélisis de las secuencias de la cepa VpD, mostré que
los blogues correspondientes a los primeros 40 nucledtidos del extremo 5° y
a los 208 nucledtidos del extremo 3° de los ISR1, se encontraban altamente
conservados en cada operén rm. En estos bloques, altamente conservados,
se pudo observar varios sitios polimérficos que parecen haberse originado
por eventos de conversién génica. Dentro de los 40 sitios del extremo 57, se
encontré un sitio polimérfico que presenta una T en dos de los operones
putativos y una A en los otros ocho. En las 208 bases en el extremo 3" se
encuentra un sitio polimorfico que presenta una T en cuatro de los operones
ribosomales putativos y una G en los otros seis. La presencia de las
mutaciones puntuales iguales en el mismo sitio de dos o mas operones, fue
probablemente causada por eventos de conversion génica. Como se
describid anteriormente, los tRNAs representan otro tipo de bloques

conservados en los ISR1s. En los operones rrn de V. parahaemolyticus se
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observaron tRNAs para cinco distintos aminoacidos. Cada uno se encuentra
repetido en mas de un operén y con la misma secuencia excepto el tRNA-

Ala (Fig. 8).

2.2 Sintesis y degradacién de los dos tipos de 16S rRNA en V.

parahaemolyticus ATCC 17802,

2.2.1 Expresion de los diferentes tipos de rrs en V. parahaemolyticus.

Para explorar si los dos tipos de genes 16S rRNA se expresaban se
determiné la composicidn del rRNA en fase exponencial de crecimiento. Con
este objeto se aislo el RNA total y posteriormente se amplifico el 16S rRNA
por RT-PCR en dos etapas. La primera consistié en una reaccion de RT
empleando hexameros randomizados y la segunda en una amplificacion por
PCR del cDNA resultante, empleando partidores especificos para una
pequefia region del gene 16S rRNA que contiene la region variable (ver
Materiales y Métodos). Cémo se muestra en la Fig. 10 (carril 13), se observo
un polimorfismo en el 16S rRNA similar al observado para el 16S rDNA
(carril 2). Esta observacion implica que en la condicion de cultivo empleada

se estarian expresando ambos tipos de genes irs.
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2.2.2 Degradacién de los distintos 16S rRNA en estado de escasez de

nufrientes.

La cantidad de rRNA en la célula depende de a velocidad de sintesis
y de la velocidad de degradacion. En E. coli se postula que la sintesis de
16S rRNA desde operones ribosomales diferentes estaria regulada
diferencialmente en dependencia de las condiciones en gue se encuentre la
bacteria (Hirvonen y col., 2001). La degradacion del 16S rRNA en escasez
de nutrientes, donde ésta ocurre en forma extensiva ha sido muy poco
estudiada. Para estudiar la existencia de una posible degradacion selectiva
de uno de los dos tipos de 16S rRNAs presentes en la cepa VpD, se realizé
un analisis por RT-PCR de los rRNA remanentes después de escasez de
nutrientes en varias condiciones. Con este objeto se incubd V.
parahaemolyticus (provenientes de un cultivo exponencial) a una
concentracion de 10° células/mi en AMA, a 4°C, 15°C y 37°C. Posteriormente
se analizé el nivel de RNA. Se observé que el RNA total disminuye
rapidamente y que a las 72h en AMA el 96-98% ha sido degradado (Tabla

2).

TABLA 2. RNA total en escasez de nutrientes a distintas temperaturas

en comparacion con fase exponencial.

% RNA (escasez/ normal exponencial)x100)

24 h en AMA 72 hen AMA

Fase exp. | FaseEst. | 4°C | 18°C | 37°C 4°C 15°C | 37°C

100 36 4 13 2 4 4 <2

-
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Como el RNA celular esta compuesto en su mayoria (aprox. 98%) por
RNA del tipo ribosomal, puede estimarse que mas del 90% de los rRNA
presentes en la fase exponencial de V. parahaemolyticus ha sido degradado
a este tiempo. Para determinar la cantidad relativa de los dos tipos de rRNA
presentes en VpD se examino la formacion de heterodupletes después de
RT-PCR del rRNA residual. En la Figura 10 se muestra que el patron
observado en las diferentes condiciones fue indistinguible del obtenido luego
de amplificar el 16S rDNA, indicando que en el 16S rRNA existe un
polimorfismo similar al observado en los genes 16S rRNA y que por lo tanto

no existiria una degradacion selectiva de uno de las dos tipos de secuencias.

PCR PCR RT-PCR *
1 2 Ld 3 4 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 '

Fig. 10. PAGE de los productos obtenidos mediante la amplificacién por PCR y RT-
PCR del RNA remanente de V. parahaesmoyticus 17802. El producto de la amplificacién por
PCR del rDNA de VpD se muestra en el carril 2. Del carril 3-11 es el PCR de las muestras
de RNA: 3 (agua de la reaccién RT); 4 (RNA Fase Exponencial), 5 (RNA Fase Estacionaria),
6 (RNA 4°C, 24h), 7 (RNA 15°C, 24h), 8 (RNA 37°C, 24h), 9 (RNA 4°C, 72h), 10 (RNA 15°C,
72h), 11 (RNA 37°C, 72h). Carril 12-19 RT-PCR de las muestras de RNA: 12 (RNA Fase
Exponencial), 13 (RNA Fase Estacionaria), 14 (RNA 4°C, 24h), 15 (RNA 15°C, 24h), 16
(RNA 37°C, 24h), 17 (RNA 4°C, 72h), 18 (RNA 15°C, 72h), 19 (RNA 37°C, 72h}. Ld

corresponde al marcador de peso molecular de 100 pb.
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2.3 Analisis del linaje de cepas pandémicas de V. parahaemolyticus

mediante la comparacién de los espaciadores 165-238 rRNA.

2.3.1 Genes I7s en las diferentes cepas de V. parahaemolyticus.

Cuando se amplifico el 16S rDNA desde la cepa O3:K6 (VpKX),
perteneciente al clon pandémico, no se observaron heterodupletes como en
el caso de VpD. Esta observacion fue congruente con la presencia de genes
rrs idénticos en su genoma (Makino y col., 2003). En la Fig. 11A se muestra
el resultado de la amplificacion por PCR de los genes rrs de la cepa
pandémica VpKX, y de VpD y otras dos cepas no pandémicas; VpAQ un
aislado O3:K6 obtenido en 1991, y Vpl un aislado 04:K12, obtenido en 1968.
Este Ultimo aislado a pesar de pertenecer a un serotipo diferente, comparte
muchas propiedades con las cepas pandémicas clonales O3:K6., como ser
Kanagawa positiva, tdh+, trh-, y ure- (M. Yoh, RIMD, Osaka University,
comunicacién personal). Se observaron heterodupletes con una migracion
retardada con las cepas VpD y VpAQ, pero no con VpKX y Vpl. La
naturaleza de heterodupletes de las bandas con migracion retardada se
confirmé como se describidé previamente (Espejo y col., 1998) (resultados no
mostrados). Para determinar si la ausencia de polimorfismo en los /rs de la
cepa VpKX era caracteristica general de las cepas pandémicas, se
analizaron los genes rs de 10 cepas adicionales pertenecientes a este clon

pandémico (Tabla 1, ver materiales y métodos). Al igual que VpKX ninguna

O



44

de estas cepas mostré formacion de heterodupletes (resultados no
mostrados).

Para establecer si el polimorfismo en los genes rrs de [a cepa VpAQ
se encontraba en la misma region que en VpD, se amplificé un fragmento
pequefic de 161 pb que contiene dicha regién. Los resultados obtenidos
(Fig. 11B) indicd que el polimorfismo en la cepa VpAQ, se encuentra en la
misma regién del gene rrs observada en VpD.

Para estimar el tipo de s en los diferentes operones rrm de VpAQ se
utilizdé el mismo procedimiento empleado con la cepa VpD como se describe
en la seccion 2.1 de esta tesis. Se analizaron los operones ribosomales
presentes en 30 clones de VpAQ, por el tamario del ISR1 y el tipo de rrs
presente. Los clones fueron inicialmente agrupados de acuerdo al tamafio de
los ISR1s. A continuacidn se determiné el tipo de rrs asociado a cada grupo
de ISR1s por el ensayo de formacién de heterodupletes. Posteriormente, se
secuencio al menos un clon de cada grupo de tamario de ISR1 y de tipo de
rrs. Entre los 30 clones examinados, 28 presentaban un rrs con el tipo de
secuencia presente en ambos, Vpl y VpKX, y solamente 2 presentaron un rrs
con la secuencia diferente. Estos 2 clones contenian un ISR1 de 476 pb, y

podrian derivarse del mismo operén rm (Tabla 3).
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Tabla 3. Tamaiio y composicion de tRNAs de las ISR1 de VpAQ.

Tamario ISR1 (pb) Tipo de rrs tRNAs # de clones sec.
669 A Glu, Lys,Val 3
613 A lie, Ala, Val 1
542 A Ala, Glu 1
522 A lle, Ala 1
476 A Glu 1
476 B Glu 2
278 A no 2

* Tipo de rrs A corresponde a la secuencia casi idéntica encontrada en VpKX, excepto por
una base, mostrada en la Fig. 11. Tipo rrs B corresponde a una secuengcia diferente a las de

VpD, también mostrada en la Fig. 11.

En la Fig. 11C se muestra las diferencias en las secuencias de los
16S rRNA de las cuafros cepas estudiadas. Las secuencias de las cepas
VpAQ y Vpl se determinaron en la forma descrita anteriormente para VpD.
Las cepas VpD y VpAQ contienen rrs polimorficos con dos tipos de
secuencias. Las dos secuencias encontradas en VpD son muy diferentes a
las observadas en los rrs de VpKX y Vpl. En cambio, la secuencia presente
en la mayoria de los operones de VpAQ es idéntica, excepto en un sitio, a la
encontrada en VpKX y Vpl. Considerando las diferencias observadas en los
168 rRNA de las cuatros cepas en estudio, Vpl y VpKX pertenecerian al
mismo grupo, VpAQ estaria cercanamente relacionada a estas dos y VpD

bastante menos relacionado.
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Fig. 11. Polimorfismo y diferencias en secuencia de los genes rrs en 4 cepas V.
parahaemolyticus. (A) PAGE de los productos de la amplificacion de los genes rrs a partir de
la posicién 27 a la 1492 (numeracion en E. coli). Ld corresponde al marcador de peso
molecular, las flechas indican el tamaiio del producto en pares de bases. (B) PAGE de los
productos de la amplificacion de los genes rrs a parlir de la posicion 357 a la 518
(numeracién en E. coli). {C) Secuencias nucleotidicas de los genes rrs a partir de la posicidn
406 a la 496 (numeracion en E. colf), los sitios que muestran mal apareamientos se indican
con letra negrita dentro de una caja sombreada. Las cepas son: VpD, cepa tipo de la especie
ATCC 17802T; Vpl, serotipo 04:K12 {1968} WP-1 o RIMD2210086; VpAQ serotipo O3:KG

(1991) AQ4673 o RIMD2210856; y VpKX serotipo O3:K6 (1996) KXV237 o RIMD2210833.
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2.3.2 Analisis de los espaciadores 16S-23S rRNA en los miiltiples

operones /.

Para obtener un mayor conocimiento sobre la filogenia entre las cepas
examinadas, se estudid la region espaciadora 16S-23S rRNA, una regién
mas variable presente en todos los operones rn.

El tamafio aparente de las ISR1s presentes en los operones nm
permitié distinguir las cepas VpKX y Vpl por la presencia de una banda
adicional no observada en VpD y VpAQ (Fig. 12). Cada una de las otras 10
cepas pandémicas examinadas mostré un patrén de ISR1s idéntico a la

cepa VpKX (resultados no mostrados).

Ld

VpKX VpAQ

500 bp -

Fig. 12. PAGE de los productos de amplificacién de las regiones espaciadoras 16S-
23S rRNA en cepas de V. parahaemolyticus. VpD, cepa tipo de la especie (1951), Vpl,
serotipo 04:K12 (1968); VpAQ serotipo O3:KE (1991) AQ4673 (1991) y VpKX serotipo
03:K6 (19986). Ld corresponde al marcador de peso molecular, las flechas indican el tamarfio
def producto en pares de bases.
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Con el objeto de examinar en detalle la diferencia en los ISR1s se

determind la secuencia de cada uno de ellos en la cepa que restaba

conocer, Vpl. Esto se realizd empleando el mismo procedimiento de

amplificacion y secuenciacion de los clones conteniendo ISR1s de distinto

tamario, como se realizé para VpD y VpAQ. La secuencia de los ISR1s en

VpKX fue transcrita desde la secuencia publicada de su genoma. En la Tabla

4 se muestran los tamarios de los ISR1s observados en cada una de las 4

cepas de V. parahaemolyticus y los tRNAs que se encuentran en cada uno.

TABLA 4. Tamafio y composicion de las ISR1s en cepas de V.

parahaemolyticus.

Tamaiio del ISR1 - tRNAs

que contiene

VpKX Vpl VpAQ VpD

706 — Glu-Lys-Ala(3)-Val + + +
701 — Glu-Lys-Ala(2)-Val +
613 — Ala(3)-Val +
579 - le-Ala(Ala/Val) +
669 - Glu-Lys-Val + + + +
542 — Ala(1)-Glu + + +
527 — Ala(1)-Glu +
524/522 - lle-Ala(3) + + + +
476 - Glu + +
461 - Glu +
431 - Glu +
278 — ninguno + + + +

Los numeros o letras en paréntesis se refieren al tipo de tRNA-Ala. Ala/Val se refiere a la

quimera tRNA-Ala/tRNA-Val.
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En las cuatro cepas examinadas, las secuencias de los {RNAs
encontrados en las ISR1s de cada operdn estén altamente conservadas. La
presencia del mismo tRNA en ISR1s de tamarios diferentes de diferentes
aislados sugirié la existencia de una posible relacion producto-precursor
entre ISR1 de diferentes tamarios: Los ISR1s que contienen los tRNA-Glu de
461 y 431 pb presentes en Vpl y VpKX, respectivamente, corresponden
probablemente a productos de deleciones de los ISR1s de 476 pb en VpD o
VpAQ. La presencia del mismo tRNA-Ala en los ISR1s de 542 pb de VpD,
VpAQ y Vpl, y en el ISR1 de 527 pb de VpKX, sugirié la existencia de una
relacion similar entre estos dos ISR1. La comparacion de las secuencias de
los ISR1s que contienen el tRNA-Glu reforzd esta sospecha. En la Fig. 13 se
muestra las secuencias de los ISR1s en las 4 cepas que contienen tRNA-
Glu. Se observaron diferencias en 2 sitios en el ISR1 de VpAQ y VpD. Estas
diferencias se mantienen en Vpl y VpKX. Es evidente también una delecion y
algunos sitios diferentes en Vpl con respecto a VpAQ y que estas diferencias
se mantienen en VpKX. En esta Ultima cepa se observd una delecion
adicional ausente en las otras tres. Como se analiza en la Discusion estas
diferencias sugieren eventos secuenciales que permiten inferir la

ascendencia de las cepas del clon pandémico.
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2.3.3 Estimacién de la distancia evolutiva entre cepas de V.

parahaemolyticus mediante la comparacién de otros genes.

Con el fin de determinar la distancia evolutiva entre las cepas
estudiadas fueron secuenciados los genes gyrB, rpoD y el operdon foxRS.
Este ultimo operén codifica para dos proteinas transmembrana involucradas
en la regulacién de genes asociados con la virulencia y han sido empleados
para distinguir el clon pandémico O3:K6. Lamentablemente, el grado de
diferencias entre estos genes fue insuficiente para obtener un arbol
filogenético confiable (Tabla 5). El examen de las 7 posiciones en el operdn
foxRS que permiten distinguir el viejo clon O3:K6 del nuevo (Matsumoto y
col., 2000), no permitié inferir un posible cambio secuencial entre las cepas,

como fue observado para los ISR1s 476/461/431 (Tabla 6).

TABLA 5. Similitud de los diferentes genes en cepas de V.
parahaemolyticus al compararlas con esos mismo genes en la cepa

pandémica VpKX.

Gene
Cepa gyrB rpoD foxRS
Vpl 0.0153 0.0027 0.0112
VpAQ 0.0036 0.0034 0.0127
VpD 0.0144 0.0041 0.0104

La similitud fue calculada usando DNADISTversion 3.5¢ del programa BioEdit {Hall 1999).
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TABLA 6. Diferencias observadas en algunas posiciones determinadas

en las secuencias del

de V. parahaemolyticus.

operon toxRS de

las diferentes cepas

Posicion Viejo VpAQ |VpD Vpl VpKX  [Nuevo
nucleotidica |O3:K6 03:K6
toxR
576 G - - - A A
900 G - A - A A
1002 C - T T T T
toxS
1196 C - - - T T
1214 A - - - T T
1244 G - - A A A
1463 A - - - T T
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DISCUSION

El desarrollo de esta tesis contribuyé a una mejor caracterizaciéon de
los operones ribosomales en bacterias marinas, especialmente en V.
parahaemolyticus, objetivo principal de esta tesis. A continuacion se discuten

los logros alcanzados durante esta tesis.

1. Analisis de comunidades bacterianas de ostras mediante fa
amplificaciéon por PCR de la regién espaciadora entre los genes 16S y

23S rDNA.

La existencia de un alto nimero de secuencias de 23S rDNA en la
base de datos que mostraban mal alineamiento con e! partidor reverso L1,
comunmente utilizado para la amplificacion de los ISR1, sugirid6 que estas
regiones no serfan amplificables en una alta fraccion de bacterias. Nuestros
resultados indicaron, sin embargo, que los ISR1 de todas las colonias
obtenidas por cultivo de las bacterias en las ostras son amplificables. Se
descartaron potenciales artefactos como una amplificacion inespecifica por
baja restriccion durante la etapa de alineamiento del PCR.

La explicacion mas simple para nuestra observacion, de que cada
colonia bacteriana presente en las muestras, rindiera productos de ISR1
luego de amplificarse por PCR, es que los grupos bacterianos con mal
alineamiento en el sitio blanco para el partidor reverso L1 son muchos méas

escasos que [o observado en las bases de datos. La prevalencia real de este
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sitio blanco en el 23S rDNA de los grupos bacterianos es dificil de estimar
debido a que la mayoria de las especies bacterianas aun esta por
descubrirse (Amann y col., 1995). Experimentos similares examinando
muestras a partir de otras fuentes que pudieran realizarse en el futuro
podrian darnos una mejor inferencia de la abundancia de los diferentes tipos
de secuencias DNA en la naturaleza. Una limitacion ineludible del disefio de
estos experimentos, sin embargo, es que estan restringidos a la fraccién de

bacterias cultivable.

2. Caracterizacién y evolucion concertada en la familia de operones

ribosomales repetidos en la bacteria marina V. parahaemolyficus.

2.1 Polimorfismo en la familia de operones ribosomales repetidos en

V. parahaemolyticus.

Hasta la fecha se han reportade secuencias nucleotidicas diferentes
para el 16S rRNA de la cepa tipo de la especie de V. parahaemolyticus.
Estas diferencias, se concentran en una horquilla variable del 16S rDNA, que
incluye los nucledtidos 440-496, segiin numeracién en E. cofi, se muestran
en la Fig. 14. La mayoria de los sitios polimorficos observados (Moreno y
col., 2002), fueron reportados como fales en la secuencia encontrada por
Woese (secuencia no publicada, numero de acceso M59161). Por otro lado
Dorsch y col.(1992) no encontraron polimorfismo en el cDNA obtenidos del

16S rRNA. Esto Udliimo sugiere que existe una transcripcion selectiva de
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estos genes. La secuencia descrita por Dorsch y col.(1992) corresponde a
una de las observadas por nosotros excepto por dos sitios. Resultados
preliminares obtenidos por nosotros, muestran sin embargo, que el
polimorfismo observado en los cDNAs del 16S rRNA es similar al observado
por amplificacion del DNA. Por el contrario Ruimy y col. (1994), no notd
ninguna diferencia entre las secuencias obtenidas por amplificacion del
rDNA 16S o de cDNAs a partir de los RNA ribosomales. Sin embargo, la
secuencia que estos autores encontraron es bastante diferente a las
secuencias reportadas, ya sea por Dorsch, Woese o las observadas por
nosofros para los diferentes tipos de rrs en la cepa VpD y es posible que

pertenezcan a ofra cepa.

Woese MS59161 GTCGTGAGGAAGGYGGGARYGTTAATAGCRYTITTCRTTTGACGTTAGCGACA
Dorsch X56580 GCCGTGAGCAAGGTGGCAGTGTTAATAGCACCATCATTTGACGTTAGCGCCA

Results la GTCETGAGGAAGGTGGTAGTGTTAATAGCACTATCATTTGACGTTAGCGACA
Results 1lb GTCATGAGGARGGAGCGTAGTGTTAATAGCACTATCATTTGACGTTAGCGACA
Results lc GTCGTGAGGAAGGTEGTAGTGTTAATAGCACTATCATCTGACGTTAGCGACA
Results 2 GTCGETGAGGARAGGCGEGETACCGTTAATAGCGTATTCGTTTGACGTTAGCGACA

Ruimy X74720 GTCGTGAGGAAGGTAGTGTAGTTAATAGCTACATNATTITGACGTTAGCGACA

Fig. 14. Secuencias reportadas por diferentes autores para el fragmento que incluye la

parte variable del gene 16S rRNA de V. parahaemolyticus ATCC17802". Los autores y el

niimero de acceso de la secuencia se indican a la izquierda. Los sitios mostrando

nucledtidos diferentes se muestran en negrita.

El analisis realizado mediante electroforesis en campo pulsado y
clonacion de los rrs-ISR, de los operones rm en la cepa tipo de la especie
ATCC 17802, mostré la presencia de al menos 7 operones conteniendo rrs

del tipo 1 y otros 3 con la secuencia del tipo 2. Los resultados obtenidos por

.
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ambos métodos no fueron sin embargo totalmente concordantes, no se
observaron por PFGE dos de los 10 operones putativos observados por
amplificacion por PCR y posterior clonacién de los productos. Estos
operones corresponden a uno con el ISR1 de 579 pb asociado con un rrs de
secuencia tipo 2 y a otro de 278 pb asociado con un rrs de secuencia tipo 1.
El ISR1 de 579 pb no habia sido observado en esta cepa por Maeda y col
(2000), y es probable que pudiera consistir en una quimera que se formo
durante la amplificacion por PCR del DNA genémico. Por PFGE solo se
observd el ISR1 de 278 pb asociado a rrs tipo 2. Es posible que rrs tipo 1
asociado a este ISR1 haya pasado desapercibido al co-migrar el fragmento
de restriccion con alguno de los otros fragmentos.

La acumulacién de tantos cambios compensatorios observados en las
dos secuencias de rrs encontradas en VpD sugiere que la divergencia de
estas dos secuencias es relativamente antigua y que ellas probablemente
evolucionaron en cepas diferentes (0 en especies). Probablemente uno de
los tipos fue adquirido por transferencia lateral. Esta transferencia pudiera
ocurrir via reemplazo de segmentos de genes que contendrian dominios del
rRNA, como ha sido propuesto en su hipdtesis simplificada de la complejidad
por Wang y Zhang (2000).

El polimorfismo en los rrs observado en la cepa tipo no se observé en
las cepas pertenecientes al clon pandémico de V. parahaemolylicus
detectado por primera vez en 1996. Las cepas de este clon mostraron

ademas una secuencia diferente en la region polimorfica de la cepa tipo. Al

ser una bacteria autéctona del mar, V. parahaemolyticus esta probablemente
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sometido a un elevado nivel de recombinacién con las numerosas bacterias
que abundan en el ambiente marino. El agua de mar es un ambiente
particular en donde V. parahaemolyticus podria encontrarse expuesto a un
alto nivel de transferencia de genes mediante transduccion (Jiang y Paul,
1998); esperdbamos, que si las cepas pandémicas se propagan en este
medio, alguno de los aislados, obtenidos en diferentes regiones del mundo
(ver Tabla materiales y Métodos), podrian mostrar polimorfismo en sus
multiples genes rrs generado por introduccién de algun rrs desde bacterias
cercanamente relacionadas pero con diferencias en su 16S rRNA. Sin
embargo contrario a lo esperado, esto no fue observado en las cepas
analizadas. Es posible que el andlisis- de otros aislados pandémicos que se
obtengan luego de un tiempo mas prolongado, desde el surgimiento de la
pandemia, muestre la aparicion de cepas con polimorfismo en sus rrs. El
descubrimiento de aislados con estas caracteristicas seria extremadamente
ttil para el entendimiento de la transferencia lateral de genes. Por otro lado,
también es posible que la existencia de un solo tipo de s en V.
parahaemolyticus, confiriera una ventaja selectiva y que cepas con
polimorfismo generado por transferencia sean seleccionadas negativamente.
Una ventaja selectiva podria consistir en resistencia a antibidticos, sin
embargo, una revision de los sitios en los 16S rRNA bacterianos asociados
con resistencia (Recht y col., 1999; Hu y Ochi, 2001) no mostré una relacién
directa con las regiones gue poseian las diferencias en secuencia. Ofra

ventaja podria generarse por una mayor generacion de ribosomas ya que la
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regién encontrada polimorfica en VpD parece interactuar con la proteina S4,

con un rol determinante en el armado del ribosoma (Sapag y col., 1990).

2.2 Conversion génica en la familia de operones ribosomales

repetidos en V. parahaemolyticus.

2.2.1 Conversion en los genes 7s.

La observacion de que hay mas de un operén contiene cada uno de
los dos tipos de rrs diferentes encontrados en VpD sugiere fuertemente que
hay conversién génica entre los operones rm de esta bacteria. Considerando
el nimero de nucledtidos diferentes observados en los dos tipos de
secuencia de rs y las mutaciones del tipo compensatorio requeridas para
su generaciéon, es muy improbable que un s con las mismas once
diferencias aparezca independiente en otro operén. La explicacidn mas
simple para la existencia de estas secuencias redundantes, es que se
generaron por un mecanismo de conversion génica, que homogenizaria los
operones repetidos.

El hallazgo de polimorfismo en la familia de rrs repetidos de algunas
cepas de V. parahaemolyticus, probablemente generado por fransferencia
lateral, tiene una gran importancia en el uso de los genes 168 rRNA para los
estudios filogenéticos porque se considera que la transferencia lateral de

genes irs es muy poco probable. La existencia de conversion génica de los
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genes rrs repetidos en V. parahaemolyticus sugiere que un rrs transferido

lateralmente podria convertir todo el resto de los operones.

2.2.2 Conversion en los espaciadores 165-23S rDNA.

La observacién de rrs diferentes (tipo 1 o 2) asociados con ISR1s de
secuencias iguales, sugiere gue los eventos de conversion génica de los rrs
observados no incluyeron a los ISR1s vecinos. La conversion génica, sin
embargo, también parece ocurrir en los ISR1s. Solo asi es posible explicar la
alta conservacion observada en los bloques de secuencias encontrados en
el extremo 5" y 3" de todos los ISR1s, y en los tRNAs. Estas observaciones
anteriores, junto con las de los rrs, sugieren que la homogenizacion de los
genes repetidos ocurre eficientemente en VpD y que el polimorfismo
observado en los genes s de esta cepa no se debe a un defecto en dicha
funcién,

Aunque los tRNAs contenidos en los ISR1s parecen ser
homogeneizados eficientemente ya los {RNAs para el mismo aminoacido en
mas de un ISR1 resultaron idénticos, excepio por los tRNAs-Ala. Este

parece constituir una familia de tRNA especial: De los cuatro tRNA-Ala en

diferentes ISR1s, uno de ellos, encontrado en el ISR1 de 579 pb, es
probablemente una quimera entre {RNA-Ala y tRNA-Val. El otro, encontrado
en el ISR1 de 542 pb, presenta 11 sitios diferentes con los otros dos tRNA-
Ala, presentes en los ISR1s de 524 y 706 pb. Este caso, sin embargo, no

parece ser similar al del 579 pb pues un tRNA-Ala con idéntica secuencia

o



60

esta también esta presente en el ISR1 de 527 pb de la secuencia del
genoma de la cepa VpKX (Makino y col., 2003). La presencia del mismo
tRNA en estas dos cepas indica que el ISR1 de 527 pb se origind antes que

empezaran a evolucionar independientemente.

2.3 Analisis del linaje de cepas pandémicas de V. parahaemolyticus
mediante la comparacion de sus genes 16S rRNA y los espaciadores

165-23S5 rRNA.

Como ya se menciond en Resultados, las diferencias observadas en
los 16S rRNA de las cuatros cepas en estudio, permiten inferir que Vpl y
VpKX pertenecerian al mismo grupo, VpAQ estaria cercanamente
relacionada a estas dos y VpD bastante alejado. La comparacion de los
ISR1s permite avanzar en la descripcuién de la relacion filogenético entre
estas cuatro cepas.

Las cepas del clon pandémico de V. parahaemolyticus se
distinguen de otras aislados por varias propiedades ya sefaladas. Aqui
mostramos que también se distinguen de la cepa tipo por la migracién
electroforética de uno de los ISR1. Los ISR1 de V. parahaemolyticus,
contienen bloques de secuencias en los extremos 5° y 3° altamente
conservados, tanto entre los diferentes operones rm de la misma cepa como
entre operones de cepas distintas. La comparacién de las secuencias entre
ISR1s correspondientes de las cuairoc cepas permitid inferir la historia

evolutiva de estas cepas. La explicacion mas simple de las diferencias
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observadas entre los ISR1s de 542 y 527 pb, conteniendo los tRNA-lle y
tRNA-Ala1, es que el ISR1 de 527 pb presente en VpKX se generd por una
delecion ocurrida en el de 542 pb presente en las otras fres. El mismo
razonamiento aplicado a los ISR1s conteniendo exclusivamente el tRNA-Glu,
sugiere que la secuencia evolutiva de este ISR1 fue VpD->VpAQ->Vpl-
>VpKX. El ISR1 de 476 pb de la cepa VpD habria generado por dos
mutaciones el ISR1 de 476 pb en la cepa VpAQ, este ISR1 gener6 a su vez
por una delecién el ISR1 de 461 pb encontrado en Vpl. Este dltimo habria
generado por una delecion adicional el ISR1 de 431 pb presente en VpKX.
Esta secuencia de eventos sugiere que la cepa VpAQ 03:K6, aunque
aislada en 1991, se encuentra filogenéticamente mas distante con relacion a
las cepas pandémicas que la cepa Vpl de serotipo 04:K12 que fue aislada
en 1968. Esta tltima cepa es Kanagawa positiva, una propiedad relacionada
altamente con la virulencia en esta bacteria, encontrandose esta propiedad
ausente en VpAQ. Laohaprertthisan y col. (2003) han encontrado
recientemente serovariantes 04:K12, el mismo de Vpl, que fueron
consideradas como derivadas del clon pandémico, debido a que compartian
muchas caracteristicas de las tempranas cepas pandémicas. Lo demostrado
anteriormente sugiere que estos nuevos aislados con serotipo 04:K12
podrfan haber surgido por [a adquisicién de mayor virulencia por cepas mas
cercanamente relacionadas con idénticos serotipos, como Vpl, en lugar de
un cambio en el serotipo de las cepas del clon pandémico originalmente

Q3:K8.
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2.4 Sintesis y degradacién de los dos tipos de 16S rRNA en V.

parahaemolyticus ATCC 17802,

El analisis realizado de la expresidn de los genes rrs en la cepa tipo
de la especie V. parahaemolyticus, mostré que ambos tipos de rrs presentes
en esta cepa se expresaban durante crecimiento exponencial. Al menos en
la condicién analizada no existiria una regulacién selectiva de la expresion
de los rrs.

Por otro lado, se conoce que los rRNA son altamente degradados
durante condiciones de escasez de nutrientes, fase estacionaria y en
condiciones de crecimiento lento (Kramer y Singleton, 1992; Deutscher,
2003). En la cepa tipo de V. parahaemolyticus, se encontré al igual que en la
mayoria de las bacterias una degradacion acelerada del RNA total y del
rRNA, que compone aproximadamente el 98% del RNA celular (Deutscher,
2003). Se observo ademas que la degradacion de los 16S RNA no fue
selectiva. Sin embargo en nuestro caso particular, no pudimos determinar si
el rRNA analizado corresponde a rRNA sintetizado de novo o simplemente al

rRNA remanente.

La posesién de multiples genes ribosomales ha sido relacionada con
la capacidad de algunos microorganismos de responder de una manera
acelerada a cambios en los medios de cultivo ricos en nutrientes y existen

algunas evidencias que sugieren una regulacion diferencial de la expresion

de los diferentes operones en el mismo genoma (Hirvonen y col., 2001). Otra
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ANEXO 1

Algunos ejemplos de bacterias que presentarfan complementariedad
completa con el partidor reverso y otras con los sitios de mal apareamiento
con la secuencia blanco del partidor L1 en el gene 23S rRNA reportados en
las bases de datos. Los microorganismos mostrados son: Geobacillus
stearothermophilus, Bacillus subtilis, Frankia sp., Streptomyces
ambofaciens, Streptomyces griseus, Pseudomonas aeruginosa, Chlorobium
limicola, Vibrio parahaemolyticus, Flexibacter flexilis, Synechococcus sp. str.
CIP 6301, Micrococcus luteus, Mycobacterium leprae, Thermotoga marifima,
Rhodobacter capsulatus, Rb. sphaeroides, Ruminobacter amylophilus,

Pirellula marina, Flavobacterium odoratum y Pseudomonas cepacia.

Secuencia partidor L1- 8" CAAGGCATCCACCGT 3°
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Secuencia blanco

Bacterias 3" ACGGUGGAUGCCUUG 5’
Geobacillus stearothermophilus 21 ACGGUGGAUGCCUUG 35
Bacillus subtilis 21 ACGGUGGAUGCCUUG 35
Frankia sp. 21 ACGGUGGAUGCCUUG 35
Streptomyces ambofaciens 21 ACGGUGGAUGCCUUG 35
Streptomyces griseus 21 ACGGUGGAUGCCUUG 35
Pseudomonas aeruginosa 21 ACGGUGGAUGCCUUG 35
Chlorobium limicola 23 ACGGUGGAUGCCUUG 37
Vibrio parahaemolyticus 21 ACGGUGGAUGCCUUG 35
Flexibacter flexilis 21 AUGGGGGAUGCCUAG 35
Synechococcus sp. str. CIP 6301 21 ACGGUGGAUACCUAG 35
Micrococcus luteus 21 AUGGUGGAUGCCUUG 35
Mycobacterium leprae 21 AUGGUGGAUGCCUUG 35
Thermotoga maritima 21 GCGGUGGAUGCCUUG 35
Rhodobacter capsulatus 21 UUGGUGGAUGCCUUG 35
Rb. sphaeroides 21 UUGGUGGAUGCCUAG 35
Ruminobacter amylophilus 21 AUGGUGGAUGCCUAG 35
Pirellula marina 21 AUGGGGGAUGUCUUG 35
Flavobacterium odoratum 21 AUGGGGAAUGCCUAG 35
P. cepacia 21 GUGGUGGAUGCCUUG 35
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Abstract

PCR amplification of the spacer region between the 165 and 235 rRNA genes is commonly employed for the analysis of
bacterial communities, In this analysis, the intergenic spacers are amplified by PCR using primers complementary to conserved
regions in the 3’ 168 rDNA and 5’ 23S rDNA. By this method, the observation of every bacterial population may be limited by
several causes. To explore the extent of bacterial populations overlooked by this method, we bave nsed an empirical approach. In
a sample containing about 50 colonies, we tested the capability to amplify by PCR the spacers from each colony, We also
examined the ability to observe the spacers from each colony in the product obtained after amplification of the DNA extracted
from the whole sample, as it is usually performed by this method. Contrarily to our expectations that a significant fraction of
colonies would not yield amplification products, spacers were successfully amplificd from every colony of two different samples
examined. Overall, our results suggest that in spite of well-based theoretical limitations, the analysis of bacterial communities by
amplification of the spacer regions can render a comprehensive representation of the more abundant bacterial clades in the
sample.
© 2003 Elsevier Science B.V. All rights reserved,

Keywords: 1SR; Ribosomal RNA spacer; Spacer

1. Introduction

DNA-based, culture-independent techniques have
provided new ways to examine bacterial communities.
These methods rely on the analysis of diverse microbial
genes that are expected to be present in every bacteria
of the examined community. Among others, PCR
amplification of the ribosomal spacer regions has been
frequently employed. This method is based on the

* Comesponding author. Tel.: +56-2-6781426; fax: +56-2-
2214030.
E-mail address: respejo@uec.inta.uchile.c! (R.T. Espejo}.

observation of PCR products corresponding to the
short intergenic regions between the genes for the
ribosomal 168 and 238 RNA, called intergenic spacer
region or ISR1 (Jensen et al.,, 1993; Espejo and
Romero, 1997; Garcia-Martinez et al., 1999; Martin-
Laurent et al., 1998; Zhongtang and Mohn, 2001). The
ISR1s are particularly suitable to distinguish species
and even types within species because they show a
great variability in size and sequence (Jensen et al,,
1993). Bacteria with more than one ribosomal RNA
operon (7rn) usually contain ISR1s of different sizes
(Jensen et al., 1993, Giirtler and Stanisich, 1996). The
obscrvation of a bacterial population by this method
requires the presence of PCR-amplifiable spacers. If

0167-7012/03/5 - see front matter © 2003 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
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the abundance of bacterial populations without PCR-
amplifiable spacer is high, the representation of the
actual bacterial diversity in a sample may be seriously
limited. Failure to observe ISR after PCR amplifica-
tion may be duc to at least three different causes: (a)
lack of the intergenic spacer, (b} intergenic spacers of
size too large to be efficiently amplified, and (c) lack of
the required sequence complementarity with the pri-
mers. A few of the well-characterized bacterial species
do not have the usual rrn operon organization and lack
ISR1. Among them are Leptospira interrogans (Fuku-
naga and Mifuchi, 1989), Borrelia spp. (Ojaimi et al.,
1994), Wolbachia pipientis (Bensaadi-Merchermek et
al., 1995), Rickettsia spp. (Andersson ct al,, 1999), and
Helicobacter pylori (Tomb et al,, 1997). In some
bacterial species, ISR1 is larger than 1500 bp and its
amplification is inefficient with the Taq polymerases
commonly employed for PCR amplification. However,
bacteria with very large ISR1 are very scarce; among
the 2612 spacers included in the database RISCC, only
19 are larger than 1.4 kbp (hitp://ulises.umh.es/RISSC/
). The most frequent cause for the failure of amplifica-
tion is probably the lack of sufficient sequence com-
plementarity of the primers with the target. Estimation
of the fraction of bacterial populations overlooked by
this method may be obtained based on the target
sequence of those bacterial species or environmental
clones for which both the 168 rRNA and 238 rRNA
sequences are known. The most frequently used pri-
mers for the amplification of ISR1 are those described
by Jensen et al. (1993). These authors selected the
forward primer from a highly conserved region in a
large number of 168 rRNA genes. However, the
reverse primer was selected examining only five bac-
terial and four plant chloroplast 238 tDNA sequences.
The target for this primer is much less conserved;
Giirtler and Stanisich (1996) reviewed the sequences
of 21 species that represent 8 genera, and showed that 8
contained at least 1 mismatch within the 5 bases next to
the primer 3’ end. In a recent analysis of the microbiota
in oysters (Romero et al, 2002), we observed the
predominance of bacteria related to Arcobacter spp.
by amplification of 16S rRNA with “universal” primer,
but we failed to detect these bacteria by amplification of
the 168~238 fRNA intergenic regions. This discrep-
ancy was probably caused by the abscnce of an
effective target for the reverse primer in the 238 rRNA.
Overall, these observations suggest that a large fraction

of bacterial species could be missed in a community
analysis based on PCR amplification employing the
method described by Jensen et al. (1993). However,
this estimation considers exclusively those bacterial
groups with reported rRNA sequences, excluding the
yet undiscovered bacterial groups which may be sev-
eral orders of magnitude more numerous (Amann et al.,
1695), Here, we have used an empirical approach to
estimate the fraction of bacterial community that would
be missed when a sample is analyzed by ISR1-PCR
amplification, employing the method described by
Jensen et al. (1993). We tested the occurrence of
arnplifiable spacers in bacterial populations present in
particular samples. These samples were solid agar
media containing about 50 colonies derived from
homogenates of whole oysters. We analyzed each
colony for the presence of amplifiable spacer and the
correspondence with the ISR1 pattern observed after
amplification of the DNA extracted from the total
sample, as it is vsually performed in this analysis.

2, Materials and methods
2.1, Sample preparation

Oysters (Tiostrea chilensis, Philippi, 1845) were
obtained from the hatcheries “Quihua”, located at
Iatitude 40°S in the Southern coast of Chile, on
Janvary 2002. Oysters were shucked, weighed, and
an equal weight of cold sterile TExI0 (Tris 0.1 M,
EDTA 0.01 M), NaCl 0.15 M, pH 7.8 was added. This
mixture was subsequently homogenized in an ice bath
with a Tissue Tearor (TM, model 985-370, Biospec
Products WI, USA) at maximum speed for 3 min.
Serial dilutions of homogenates were plated in marine
agar (Difco) and the plates were incubated at 17 °C in
either aerobic or anaerobic atmospheres. Merck Anae-
rocult C kit pack was employed, following manufac-
turer’s instructions, to generate the anaerobic condi-
tions. Those plates containing non-overlapping
colonies were selected for replica plating in the same
solid medium.

2.2, DNA extraction and PCR amplification

One replica was used for DNA extraction of total
bacteria in the plate. Total bacteria were suspended by
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thoroughly washing the agar surface with 5 ml of cold
sterile TEx10, 0.15 M NaCl. The other replica was
used for the analysis of individual bacterial colonies.
These colonies were picked up individually with tooth-
picks from the plate and resuspended in 100 pl de TE
1%, 0.15 M NaCl. DNA was subsequently extracted
from the suspended bacteria as described (Romero et
al., 2002).

Both extracted DNA from total bacteria in the plate
and the lysates from each colony were PCR amplified
and the products analyzed as described (Espejo and
Romero, 1997). Briefly, ISR]1 was amplified by PCR
using 1 ng of DNA and the primers (G1 and L1} under
conditions described by Jensen et al. (1993), with the
following modifications: 25 cycles were 1.5 min at 98
°C, 1.5min at 38 °C, and 1.5 min at 72 °C and the one
last cycle was at 72 °C for 10 min.

2.3. Dendrogram construction

Dendrograms were created using the Treecon for
Windows program (Van de Peer and De Wachter,
1994). Genetic distance was calculated based on the
number of shared ISR 1 between OTU pairs, according
to Nei and Li (1979). Clustering was achieved by the
weighted pair group method using arithmetic averages

(WPGMA).

3. Results

3.1. Conservation of target sequences in 165 rRNA
and 238 rRNA

The main cause of failure to observe ISR1 afier
PCR amplification seems to be the existence of mis-
maiches between the reverse primer and its target
sequences in the 238 rDNA. This target was originally
selected from only five bacterial and four plant chlor-
oplast 238 fDNA sequences (Jensen et al,, 1993) and
may be significantly different in other bacterial groups.
When Giirtler and Stanisich (1996) analysed 21 spe-
cies that represent 8 genera, they noticed that several
235 rDNA sequences showed mismatches in the target
site for the reverse primer employed by Jensen et al.
(1993). The conservation of this target sequence was
explored in the much larger number of 238 RNA
sequences presently available. Analysis of most of the

238 rDNA sequences, available at RDPII, NCBI nuc-
leotides, and NCBI genomes, showed that among 79
species corresponding to 51 genera, 43% would con-
tain two or more mismatches, with at least onc located
within the five bases next to the 3’ of the primer (results
not shown). Interesting, while Bacilfus subtifis and
Bacillus stearothermophilus show perfect match with
the primer, other species of the same genus like
Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis, and Bacillus
mycoides show nine mismatches, On the other hand,
the target for the forward primer seems to be highly
conserved; only 76 among 7584 aligned 168 rDNA
sequences in the RDPII database (Maidak et al., 2001)
show two or more mismatches or at least one within
the five bases next to the 3/ end.

3.2. Assessment of bacterial populations without
amplifiable ISR1

Ad hoc samples were analysed to estimate the frac-
tion of the bacterial community that could be missed
by PCR amplification of the intergenic spacer region
between genes for 168 and 23S rRNA genes. These
samples consisted of pairs of replica plates containing
about 50 colonies each, obtained by seceding appro-
priate dilutions of oyster homogenates. One of the
replica was used to extract the DNA from the whole
sample, as it would be normally performed when
employing this method, The other plate was used to
extract DNA from each colony (population) separately.
The extracted DNAs were then PCR amplified for
ISR1 according to Jensen et al. (1993).

Replica plates incubated in aerobic conditions were
analysed first. Unexpectedly, each of the 61 colonies in
the sample rendered products within the expected size
range after PCR amplification. Among these 61 colo-
nies, 22 different OTUs were distinguished according
to the size pattern of the spacers obtained after poly-
acrylamide gel electrophoresis. Fig. I shows the den-
drogram obtained by clustering the colonies according
to their ISR1 pattern. Pattern H was observed in 33
colonies and constituted by far the prevalent type
observed in the sample.

Since it was surprising that the ISR! from every
colony was PCR amplified, we explored the possibility
that the stringency of the annealing step was allowing
amplification in spite of significant mismatches. Low
siringency would allow either amplification of ISR1
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aerobic conditions, (A) Polyacrylamide gel electrophoresis of the more abundant PCR-amplified ISR1 obtained among the examined colonies, Ld
is a 100-bp size ladder. (B) Dendrogram showing the similarity of the TSR1 pattemns from every colony in the sample, Letters indicate the OTU at

which each colony was assigned.

from rrit operons with large number of mismatches or
non-specific amplification of other DNA regions. To
explore both possibilities, amplifications were per-
formed at increasing annealing stringency. At higher
stringency, selective disappearance of those bands
derived from targets with significant mismatches
would be expected. However, increasing the temper-
ature 1 °C, decreased uniformly the amount of each
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Fig. 2. Polyacrylamide gel electrophoresis of the ISRI pattemn
obtained after PCR amplification at increasing annealing temper-
ature. The colonies employed for amplification corresponded to the
OTU indicated on each lane, Ld is a 100-bp size ladder.

Fig. 3. Comparison of the products obtained after amplification
from every colony, individually, or in mixture. Lane AP shows the
ISR1 pattern observed in a mixture of the amplification products
from each individual colony. Lane 8 shows the pattern obtained
affer amplification of the DNA extracted from the whole sample,
Lane C corresponds to the product obtained by amplification of a
mixture of the DNA extracted independently from each colony. Ld
is a 100-bp size ladder.
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product. Fig 2 shows an example of amplification at
standard temperature (58 °C) and 1 °C higher. This
result indicated that the products observed were not
generated by a low stringency condition.

3.3. Representation of the different bacterial popula-
tions in the PCR amplification product of DNA
extracted from the whole sample

Targets with different sizes or sequences can be
amplified with different efficiencies (Tajima et al,,
2001). The variation in efficiency of amplification
may hinder the detection of products from some
targets, especially when amplification is performed
using a mixture of DNA from different bacterial
species. If the ISR1s from some colonies were ampli-

A)
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E

fied with lower efficiency, they would not be observed
when using DNA extracted from the whole sample. To
explore this possibility, the representation of the ISR1
obtained from single colonies was examined in the
product obtained from the whole sample. The ISRI
pattern obtained after amplification of the DNA
extracted from the whole sample was compared with
the pattern obtained in a mixture of the PCR products
from isolated colonies (Fig. 3). Both electrophoretic
patterns only showed subtle differences (Fig. 3, lanes S
and AP), suggesting that the amplification of the
different spacers was not significantly affected by the
presence of DNA from different bacterial species.
The pattern obscrved after amplification of a mixture
of the DNAs extracted from each colony is also shown
in this figure (lane C). Almost every electrophoretic
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Fig. 4. Bacterial composition observed by the ISR1 pattern obtained after PCR amplification of the colonies grown from oyster homogenates in
anaerobic conditions. (A) Polyacrylamide gel electrophoresis of the more abundant PCR-amplified ISR1 obtained among the examined colonies.
Ld is a 100-bp size ladder. (B) Dendrogram showing the similarity of the ISR1 patterns from every colony in the sample, Letters indicate the OTU

at which each colony was assigned.
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band observed in individual colonies was also detected
in the amplification product of DNA directly extracted
from the sample. However, duc to overlapping of
many bands in this product, it was not possible to
determine if a particular band actually corresponded to
that observed after amplification of DNA from a
particular colony group. In a particular colony (OTU
F), which showed ISR1 bands that did not overlap with
any of those corresponding to the rest of the colonies, it
could be noticed that their ISR 1s were not observed in
the amplification product of the DNA extracted from
the whole sample. These colonies, which represented
close to 10% of the total (5 among 61), would not be
observed by the conventional analysis.

To explore if these results were unique to a partic-
ular set of bacteria, the same experience was also
performed employing a sample of bacteria grown
under anaerobic conditions. Similar results were
obtained; each of the 37 colonies in this sample
rendered products of the expected sizes after PCR
amplification for ISR1 (Fig. 4). In this case, however,
there was not a large prevalence of a particular OTU
and 30 different colonies were distinguished by their
ISR1 patterns. The most abundant OTUs were U and
M with three colonies cach.

4. Discussion

The high abundance in the databases of 235 rDNA
sequences showing mismatches between the target and
the reverse primer L1 suggested that the ISR1 would
not be amplified in a large fraction of the colonies. Our
results indicated, however, that failure of amplification
of the ISR1 is not frequent in bacterial colonies
obtained from oyster homogenates. A preliminary
cxplanation for this observation was that the strin-
gency of annealing condition was too low and allowed
annealing of the reverse primer in spite of important
mismatches. This was supported by the large number
of bands observed in the products obtained with some
bacterial colonies, which suggested possible non-spe-
cific amplification. However, this explanation was
abandoned in view of the results obtained afier ampli-
fication at more stringent annealing conditions, as
explained in the previous section.

The simplest explanation for our observation, that
every bacterial colony rendered ISRI products afier

PCR, is that bacterial clades containing mismatches in
the target gite for L1 primer, as were observed in the
databases, were scarce in the samples examined. The
actual prevalence of this target in the 238 rDNA of the
bacterial clades is difficult to estimate since most of the
different bacterial species remain yet to be discovered
(Amann et al., 1995). Similar experiments examining
samples from other sources could give us some better
inference of the abundance of different DNA targets in
nature. One limitation of these experiments, however,
is that they are restricted to cultivable bacteria.
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ABSTRACT

A large number of Vibrio parahaemolyticus isolates responsible for a pandemic
that started in 1996, corresponds to serotype O3:K6. It is considered that these strains
have a clonal origin based on the sharing of several properties, absent in most O3:K6
isolates obtained previous to 1996. V. parahemolyticus strains contain 10-11 rRNA
operons enclosing 6-7 different 165-23S rDNA spacer classes. We show here that every
isolate of the pandemic clone analyzed diverge from the species type strain by
containing two different 165-23S rDNA spacer classes. These classes are shorter than
the corresponding spacer classes in the species type strain. The sequences of the shorter
spacers in the pandemic clones were compared with the corresponding spacers in the
species type strain and two other non pandemic strains. One with the pandemic O3:K6
serotype but Kanagawa negative and the other with serotype O4:K12 but Kanagawa
positive. The Kanagawa test is closely related with pathogenicity in V.
parahaemolyticus. In the pandemic strains, the shorter spacer class contains 431 bp and
would correspond to the 461 bp observed in the O4:K12 serotype strain after one
deletion. In turn, this last spacer corresponds to the 476 bp in the non pandemic O3:K6
strain and this corresponds to the 476 bp spacer in the species type strain after two
single mutations. These differences, and also those found in the other shorter spacer,
indicate a straightforward lineage for these spacer classes in the following sequence:
species type strain > non-pandemic O3:K6 > non pandemic O4:K12 > pandemic clone.
According to this sequence of events the ancestor of the pandemic strains might
correspond to a non O3:K6 strain and this could explain the large differences of the
pandemic strains with O3:K6 isolates obtained before 1996.
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ABSTRACT

Understanding the evolution of the 16S rRNA in Vibrio parahaemolyticus is
complicated by the presence of 10-11 rRNA operons in the genome of this
specie. In this study we describe the polymorphism observed in a particular
segment of the 16S rRNA genes among both strains and repeated genes of the
genome. This segment, 52 bp long, is located within a highly variable helix of
16S rRNA. Firstly, we show that in some strains this segment is polymorphic
between repeated genes of the genome, and secondly that this segment is also
highly polymorphic between closely related strains of this species. The species
type strain ATCC 17802 contains one or more 16S rRNA genes holding a
segment different to that in the other orthologous genes. However, strains
belonging to the O3:K6 pandemic clone, responsible of most outbreaks
observed throughout the world since 1996 show identical 16S rRNA genes in
their 11 operons. Furthermore, in these last strains, the sequence of the
variable segment is different to the two sequences found in the species type
strain. We also show that in the species type strain there are at least seven
rRNA operons with one sequence segment and three with the other, suggesting
that a particular segment may propagate to other genes, probably by gene
conversion. The rise of a new sequence segment and subsequent gene
conversion of the rest of orthologous genes would expiain the polymorphism
observed between strains of this species. We think that it is likely that the new
segment rose by horizontal transfer.

Enviado a Infection, Genetics and Evolution




63

posibilidad para la posesién de genes rrs repetidos polimérficos, pudiera ser
que en algunas condiciones, unc de los diferentes tipos es resistente a
sustancias que acttian a nivel del 16S rRNA, como los amino glucésidos
(Recht y col., 1999; Vakulenko y Mobashery, 2003). Estos resultados nos
plantean nuevos enigmas que deben ser resueltos, como la velocidad de
degradacién y/o sintesis de los rRNA en las diferentes condiciones

analizadas, principalmente en las que simulen las condiciones ambientales.
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CONCLUSIONES

El andlisis de la composiciéon bacteriana presente en las diversas
muestras pudo ser realizada exitosamente mediante el empleo de las

regiones espaciadoras entre los genes 16S-23S rDNA.

La cepa tipo de la especie V. parahaemolyticus contiene genes 16S
rDNA polimérficos y en sus diferentes operones ribosomales
encontramos 3 que contienen la secuencia de tipo 2 y 7 operones la del

tipo1 y por lo tanto una de ellas se ha transmitido a los otros operones.

Ambos tipos de 16S rDNA se expresan y en condiciones de escasez de

nutrientes no ocurre una degradacion selectiva de uno de ellos.

El empleo de las regiones espaciadoras permitié establecer un posible

linaje de las cepas pandémicas de V. parahaemolyticus.
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