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Llegu6 a la Biotecnelogia porque en una clase de bivtogia en sdytimo u octavo
bdsico la profe hal)ldea de la ctlula, y yo me enamor6 (seguranente tanbiin

porque creci en una fa:rmacia ariqueha jugando con una hermosa balanza de
platillos y con frascos azules [1enos de eter u otros extrthos liquidos). Mds ne
gust6 cuande la profe habl6 del ADN. No s6 qu6 dijo exactanente pero si s6 que
ese dia decidi que queria comprender el c6mo sueeden las cosas dentro de una
c6lula. Di la prueba de aptitnd, si no quedaba en biotecnetogia serin en biologia o
bachillerato, quizds en bioquinica. Entr6, y aqui estoy ahora, 8 chos despu6s, a

punto de titularme. Pas6 por tres laloratorios: el de gen6tica molecular vegetal en
segundo aha porque ne gustan las plantas, el Rayo en quinto afro, porque querid
investigar experinentando en mi misma y empaparme de su manera de pensar
``autcrpoietica" (chi aprendi mds que en toda mi vida y partictp6 en

investigaciones sobre c6mo estd organizade la c6lula). Y finalmente en el de

gastro en el INTA, dende hice mi may biotecrol6gica tesis y crect coma persona,
alumna y profesional. Mis pr6xinos pasos los quiero dirigir hacia otras dreas de
la biologia, hacia mi inter6s por la estructura de otro tipo de relaciones, las
relaciones mente-cuerpo, que las siento mds concretas, manejdeles, entretenidas,
socinbles y estudiadas que las relaciones celulares, motivos que me hacen sentir
c6moda y gustosa. No s6 concretanente cual serd a pr6xi:rna paso, pero ahora ya
s6 hacia d6nde quiero dirigirne. Eapero poder coneretar mis anhelos, y ser buena

profesional en ello.
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RESUMEN

Actualmente   en   Chile   la   producci6n   de   quesos   artesanales   de   cabra   se

concentra en la IV Regi6n. La recurrente contaminaci6n de estos quesos con bacterias

pat6genas   dificulta   su   comercializaci6n   y   disminuye   el   valor   agregado   de   estos

productos. Al buscar la inocuidad de estos quesos los productores pasteurizan la leche

con   la   consecuente   perdida   de   la   microbiota   lactica   nativa   y   de   las   cualidades

organol6pticas   que  los   caracterizan,   lo  que  resulta   en   un  queso   sin   personalidad

propia.  Para  asegurar la  calidad  e  inocuidad del  queso de cabra  chileno,  beneficiando

asl-  su  comercializaci6n,  y  debido  a  que  no  se  conoce  la  diversidad  de  bacteri.as

utilizadas  en  la  fermentaci6n  natural  de  estos  alimentos  en  Chile,  se  caracteriz6  la

microbiota  lactica  a trav6s de  PCR-TTGE-secuenciaci6n.  Mediante esta  aproximaci6n

se compararon quesos provenientes de distintas zonas geograficas  (valle y cordillera)

de   la   lv   Regi6n   y   diferentes   etapas   de   maduraci6n   encontfandose   poblaciones

bacteT.lanes  de  Lactobacillus`  Lactococcus.  Leuconostoc`  Streptococcus  y  Weissella.

Estas bacterias pueden ser aisladas y utilizadas coma fermentos ex6genos en quesos

de  cabra  pasteurizados  para obtener un  producto inocuo y que conserve parte de las

cualidades  organolepticas  que   caracterizan  al  queso  de  cabra  artesanal  de   la   lv

Region de Chile.



ABSTRACT

ln  Chile  artisanal  production  of goat  cheese  is  concentrated  in  the  IV  Region.

The  presence  of  pathogenic  bacteria  in  these  cheeses  reduce  their  value  and  also

difficult  its  commercialization.  To  improve  safety,  the  producers  use  pasteurized  milk

which   could   outcome   in   cheeses  without   own   qualities.   This   may   be   due  to  the

consequent   loss   of   native   lactic   microbiota   and   the   organoleptic   properties   that

characterize  them.   In  order  to  assure  the  quality  and  inocuity  of  the  Chilean  goat

cheese,  and  considering that the bacterial  populations who  make  possible the natural

fermentation  is   unknown,   lactic  microbiota  was  characterized  through  PCR-lTGE-

sequencing.  Using this approach, cheeses from different geographic zones (valley and

mountain)   and  with  different  stage   of  maturation,   were  compared.   Populations  of

Lactobacillus,  Lactococcus,  Leucpnostoc,  Streptococcus and Weissella were {our\d .ir\

the samples. These bacteria could be isolated and used like exogenous cheese starters

in  pasteurized  goat  cheeses  to  obtain  an  innocuous  product  conserving  part  of the

organoleptic  qualities that  characterize  the  artisanal  goat  cheese  of the  lv Region  of

Chile.



lNTRODUCCION

1. El queso: producto de la fermentaci6n de la leche.

La el?boraci6n del queso requiere de un intenso proceso de fermentaci6n de la

leche realizado por bacterias lacticas, donde la lactosa] el carbohidrato mas abundante

de  la  leche,  es  transformada  en  acido  lactico.  Una  permeasa  transporta  la  lactosa

dentro de la celula bacteriana donde es hidrolizada por una P-galactosidasa en glucosa

y galactosa.  La glucosa es fosforilada y convertida en acido pirdvico por una aldolasa y

luego  a  acido  lactico  por  la  lactato-deshidrogenasa   (Marshall  &  Cole,   1983).   Este

proceso disminuye el pH del medio,  lo cual provoca la desestructuraci6n y precipitaci6n

de la principal proteina de la leche,  la caseina, que se encuentra agrupada en micelas

estabilizadas  mediante fosfato de  calcio  (Roberts  y col, `1998).  La  caseina  precipitada

junto  a  la  grasa  de  la  leche  y  bacterias  lacticas  conforman  la  cuajada.  La  fracci6n

liquida  que  se  elimina  es  el  suero  que  contiene  lactosa,  otras  proteinas  de  la  leche

como  la  B-lactoglobulina  y  la  a-lactalbumina,  y  oligoelementos  (Alonso-Calleja  y  col,

2002).   La   cuajada   es   cortada   de   manera   de   facilitar   la   eliminaci6n   del   suero   y

posteriormente es   prensada en moldes, salada y madurada hasta obtener el producto

final el cual posee caracteristicas fisicoquimicas y organolepticas propias.

En   el   queso   ademas  de  bacterias   lacticas   se   encuentran   otros  tipos  de

bacterias  (Ogier y cols,  2004),  hongos  (Barrios y cols,1998;  Montagna y cols,  2005) y

levaduras (Foschino y cols, 2006). Estos microorganismos se relacionan por lo general

con  contaminaci6n  durante  la  maduraci6n  del queso y  lo habitan  principalmente  en su

corteza.



Existen mas de 1.000 tipos distintos de quesos artesanales en el mundo (Fox &

Mcsweeney,  2004)  Ios cuales se clasifican segdn el  origen de la  leche  utilizada  (vaca,

cabra,  oveja,  bdfalo) y su textura  (muy dura,  dura,  semi-dura,  semi-blanda,  blanda).  EI

protocol o de manufactura de estos quesos difiere en los detalles pero en general todos

siguen    los    siguientes    pasos:    acidificaci6n    (por    bacterias    lacticas    naturalmente

presentes  en   la   leche  o   afiadidas,   o   mediante   la   adici6n   de   cuajo),   coagulaci6n,

eliminaci6n del suero, moldeo y maduraci6n.

El  queso  de  cabra  es  un  producto  mundialmente  consumido,  siendo  Francia,

Espafia,   Brasil  y  Argentina  los  principales  productores.   En  Chile,   la  producci6n  de

queso  de   cabra  se  realiza   principalmente  en   la  cuarta   region.   El   80%   de   dicha

producci6n se  comercializa en el  mercado  informal debido  a las  malas  condiciones de

higiene  que  prevalecen  durante  su  elaboraci6n  y  a  su  frecuente  contaminaci6n  por

coriformes  fecales  y/o  por  bacterias  pat6genas  como  Sa/none//a  y  Sfaphy/ococcus.

Para  mejorar este  aspecto  se  han  creado  centros de  acopio  a  cargo  de  recolectar y

pasteurizar la leche de cabra.

2.   Modos de producci6n del queso y cualidades organol6pticas.

Las bacterias lacticas estan  presentes en forma natural  sobre  las ubres  de las

cabras y tambien,  en  algunos  casos,  en las  manos del  ordefiador.  Durante  la  ordefia

dichas  bacterias  colonizan   la  leche  contribuyendo  al  desarrollo  de   la  fermentaci6n

lactica   y   a   la   maduraci6n   del   queso.   En   estos   procesos   las   bacterias   lacticas

metabolizan  los  distintos  constituyentes  proteicos,  glucidicos  y  lipidicos  de  la  leche,

generando   un   gran   ntlmero   de   metabolitos     (peptidos,   diacetilos,   cetonas,   acidos.

organicos,  acidos grasos libres) que se acumulan en el queso durante su maduraci6n,

otorgandole   caracteristicas   organol6pticas   propias   (Khalid   &   Marth   1990;   Fox   &



Wallace  1997;  Grappin  &  Beuvier  1997;  Chavarri  y  col,  2000;  Mcsweeney  &  Sousa

2000:  Fernandez-Garcia  y  col,  2002;  Kieronczyk  y  col,  2003;  Mauriello  y  col,  2003;

Macedo y col,  2004; Menendez y col, 2004).

La  estaci6n  del  afro  (Caridi  y  col,  2003)  y  la  zona  geogfafica  de  producct6n

(Buchin  y  col,   1999;  Mauriello  y  col,  2003),  asi  como  las  practicas  higi6nicas  de  los

productores  (Desmasures  y  col,1997;  Klantschitsch  y  col,  2000;  Michel  y  col,  2001;

Lafarge   y   col,   2004)   son   factores   importantes   que   determinan   la   composici6n

bacteriana  de  la  leche  y  las  cualidades  organol6pticas  de  los  quesos.  Esto  ha  sido

atribuido   al   tipo   y  ca[idad   del   alimento   consumido   por  los   animales   y   a   algunas

condiciones ambientales de producci6n como la temperatura.

Para  disminuir  la  alta  frecuencta  de  contaminaci6n  por  pat6genos,  debido  a

deficientes    practicas    higienicas    de    los    productores,    algunas   cooperativas    han

implementado la pasteurizaci6n de la leche cruda. En este proceso, en que se calienta

la leche a 63°C por 30 min, se altera la estructura de la leche y se reduce la carga de

pat6genos  y de bacterias  lacticas  (Buchin  y  col,1998;  Buffa  y  col,  2001;  Menendez y

col,  2004).  Esto  hace  indispensable  utilizar  nuevos  fermentos  lacticos,  generalmente

importados, para fermentar la leche procesada y permitir la elaboraci6n de queso.

Las  cualidades  organolepticas  de  los  quesos  producidos  con  leche  cruda  son

mas intensas que las de los quesos elaborados a  partir de la leche  pasteurizada con

fermentos  importados  (Buchin  y  col,  1998;  Fitzsimons  y  col,  1999;  Kieronczyk  y  col,

2003; Macedo y col, 2004). Esto se debe a diferencias considerables en la composici6n

y carga de la microbiota lactica, y por lo tanto en los aminoacidos y acidos grasos libres

de  estos quesos  que  son  los  que  otorgan  la textura,  sabor y olores  caracteristicos  a

cada uno de ellos (Beuvier y col,1997;  Mcsweeney & Sousa 2000:  Fernandez-Garcia

y col, 2002).



3. Dinamica de las bacterias lacticas durante la elaboraci6n del queso.

La  comunidad  de  bacterias  lacticas  encontrada  en  quesos  esta  conformada

principalmente por bacterias de los generos Lacfobac/-//us,  Lactococcus, [euconostoc y

Streptococcus  (Coppola y col, 2001 ; Alonso-Calleja y col, 2002; Randazzo y col,  2002;

Duthoit  y   col,   2003;   Ercolini   y   col,   2003;   Fortina   y   col,   2003;   Badis  y   col,   2004;

Poznanski y col, 2004; Oksuztepe y col, 2005; Aquilanti y col, 2006).

En  11  tipos  de  quesos  de  cabra  provenientes  de  EspaEia  se  observ6  que  las

bacterias    dominantes    pertenecian    a    los    generos    Lactococcus,    Lactobac/.//us,

Sfrepfococous  y   Leuconostoc  (Buffa   y   col,   2001;   Alonso-Calleja   y   cols,   2002).   El

recuento de cada genero bacteriano a traves de la maduraci6n vari6 en  1  a 2 6rdenes

de   magnitud.   [acfococcus  era   abundante   en   los   comienzos   de   la   maduraci6n  y

disminuy6  a  medida  que  esta  transcurri6  (de  3,2  x  109  a  3,2  x  107  ufctg  de  queso),

mientras que  los  recuentos de  Lacfobac/.//us y  de  Leuconosfoc aumentaron  (de  106  a

1 08 ufc/g de queso y de 107 a 3.2 x 108 ufc/g de queso, respectivamente).

En quesos artesanales de cabra espafioles se pudieron distinguir las siguientes

especies  de  Lactobac/.//us  aislados  de  las  muestras:  i.  paracase/.,   i.  curvafus,  i.

pentosus, i. ce//ob/-osus y i. whamnosus (Sanchez y col, 2005). Si bien existen estudios

describiendo la microbiota lactica de quesos de vaca a traves de metodos moleculares

(Ogier y  col,  2002;  Randazzo  y  col,  2002;  Andrighetto  y  col,  2004;  Ogier y  col,  2004),

en el caso de los quesos de cabra, la mayoria de los estudios usaron metodos cultivo-

dependientes.

4. IV[6todos moleculares aplicados al estudio de la microbiota.Iactica.

Se    pueden    monitorear   las    comunidades    bacterianas    mediante   tecnicas

microbiol6gicas  clasicas.  Sin  embargo,  Ia  mayoria  de  las  bacterias  que  constituyen



ecosistemas   complejos   no   son   cultivables  en   los   medios   disponibles   actualmente

(Amann y col,  1995).  Por esta raz6n en  la  dltima  d6cada  se  han  desarrollado t6cnicas

moleculares      que      permiten      caracterizar      a      las      comunidades      bacterianas

independientemente    de     su    habilidad    de    crecer    en     los     medios    de    cultivo

convencionales.    Estos   metodos   han   incrementado   nuestro   entendimiento   de   la

ecologia microbiana en diversos ecosistemas (acuatico, terrestre, intestinal, alimenticio,

.entre  otros)  (Muyzer y  col,1993;  Walter y  col,  2000;  Walter y  col,  2001;  Heilig  y  col,

2002; Handelsman 2004; Endo & Okada 2005; Zoetendal y col, 2006).

Los   metodos   cultivo-independientes   consisten   en   la   extracci6n   del   ADN

directamente  desde  la  muestra  y  en  la  amplificaci6n  y  analisis  de  algunos  genes

especificos del ADN bacteriano,  principalmente el gen del ADNr  16S y en su  posterior

secuenciaci6n  (Ogier y col,  2002;  Randazzo y col,  2002;. Duthoit y col,  2003;  Ercolini y

col,  2003).  La  Electroforesis  en  Gradiente  Temporal  de  Temperatura  (lTGE)  es  un

metodo  que  ha  sido  utilizada  con  6xito  para  comparar y  monitorear  las  dinamicas  de

comunidades  bacterianas  complejas  (Doare-Lebrun  y  col,  2006;  Magne  y  col,  2006;

Nicholson  y col,  2007).  Generalmente,  a  partir de  una  poblaci6n  heterogenea de ADN

bacteriano,  se  amplifica  por  PCR  una  region  variable  del  ADNr  16S  obteniendo  una

mezcla  de  amplicones  de  igual  tamafio   pero  de  secuencias  diferentes  segdn  los

distintos  generos,  especies  o  cepas  bacterianas  presentes  en  la  muestra.  Luego  los

amplicones  son  separados  por  electroforesis  en  gel  de  poliacrilamida  en  condiciones

denaturantes    (urea)    y    de    gradiente    creciente    de    temperatura.    La    movilidad

electrofofetica  de  los  amplicones  varia  en  funci6n  del  %GC  de  la  secuencia  y,  por lo

tanto,  de su Tin  (Muyzer & Smalla  1998).  Aquellos fragmentos  con  una Tin menor,  es

decir con  un  menor %GC,  migraran  menos  que  aquellas  mol6culas  con  mayor Tin y



%GC.  Asi,  esta diferencia  de  movilidad  electrofofetica entre los  amplicones,  resultara

en un perful de Pandas correspondiente a la muestra analizada (Muyzer y col,1993).

5. Proyecto dentro del cual se enmarca esta tesis.

Esta  tesis  se  enmarca  dentro  del   proyecto  "Mejoramiento  de  la   Calidad  y

Diferenciaci6n  de  Quesos  de  Cabra  Elaborados  con  Leche  Pasteurizada  mediante  la

lncorporaci6n  de  Fermentos Lacticos  Locales Seleccionados" financiado  por el Fondo

para la lnnovaci6n Agraria (FIA) (FIA-Pl-C-2004-1 -P-040).



HIPOTESIS

Existen  diferencias  cualitativas  en  la  composici6n  de  la  microbiota  lactica  de

quesos artesanales de cabra  segdn su  origen  geogfafico y  las distintas  etapas  de su

proceso de elaboraci6n.

OBJETIVC) GENERAL

Caracterizar los cambios que ocurren en la composici6n de la microbiota lactica

durante  la  elaboraci6n  de  quesos  artesanales  de  cabra   provenientes  de  distintos

origenes geogfaficos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Identificar la microbiota lactica dominante presente en quesos de cabra artesanal de

la lv Region de Chile

- Comparar la microbiota lactica de los quesos segdn la zona geogfafica de producci6n

-  Comparar  la  microbiota  lactica  de  los  quesos  segun  las  etapas  de  la  elaboraci6n:

leche y quesos con 15 y 30 dias de maduraci6n



MATER[ALES Y METODOS

Para  el -estudio de Ja  comunidad -bacteriana -del queso se emplearon metodos

moleculares cultivo-independientes basados en-el analisis del ADN bacten.ano extraido

directamente  de  las  muestras.  En  primer  lugar  se cexplor6  Ia  diversidad  bacteriana

presente `en  las  leches  y quesos empleando  partidores dirigidos ,al  dominio  bacteria

{HDAl  y HDA2) y en Lina segunda etapa el analisis se `cenfro en el usa de partidores

dirigidos a bacterias lacticas (lAcl y lAC2) (Fig. 1}.

+rmfro'`
+
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Pig.1: Posiciones rerativas de los partidores HDAt, flDA2, I:Act y tAC2 en er ADNr 16S
rdeloctobeowtisp/on(art+in(I:Spezycol,2003}

En ambas etapas se compafo Ja diversidad ,entre muestras de diferente origen

geogfafico  y  se  estudi6  la  dinamica  de  las  bacterias  lacticas durante  e]  proceso  de

elaboraci6n del ,queso de cabra,

1. Obtenci6n de las muestras.

Se  obtuvieron  77  milestras  de  ]eche  y  quesos  artesanales  de  pequefios

productores de la lv Region de  Coquimbo,  Provincia de iLimari,  Comunas de  Ovalle,

Rfo Hurtado y Punitaqui. Los quesos ,fueron produciclos sin pasteurizaci6n previa de,Ia

]eche .y sin  la adici6n  de fermentos ex6genos.  Los  metodos .y heITamientas Liti]'Lzadas

€n  Ta  proclucci6n teran artesanales y tradicionales.  Una  parte de €stas muestras fue



producida en zonas de valle y otra en zonas cordilleranas en el caso de los criadores

que   trashumaban   con   sus   animales.   S6lo   se   obtuvieron   muestras   de   leche   de

productores de valle.  Los quesos recolectados tenian  15 o 30 dias de maduraci6n.  La

recolecct6n    de    muestras    fue    realizada    en    el    mismo    lugar    de    producci6n    y

almacenamiento de los productos.  Las muestras se conservaron  a 4°C en  un  "cooler'

con  hielo  hasta  su  llegada  a  Santiago.  En  el  laboratorio fueron  almacenadas  a -20°C

hasta la realizaci6n del estudio molecular.

2. Extracci6n del ADN.

EI  ADN  bacteriano  de  las  muestras  se  aisl6  utilizando  el  metodo  del  ``Bead

Beater" segtln el protocolo adaptado de Godon y col (1997).

Dos  gramos  de  queso  fueron  homogenizados  sobre  hielo  en  3  ml  de  buffer

citrato al 2%  (PIV).  El  homogenizado se centrifug6 25 min a 3.800 x g  para obtener las

celulas bacterianas y eliminar la grasa. Al pellet se le agregaron  125 ul de isotiocianato

de guanidinio 4M en Tris-Cl 0,1  M pH 7,5 para inhibir la acci6n de nucleasas y 19  ul de

dodecil sulfato de sodio (SDS) al  10%.  Esta  mezcla fue homogeneizada con  un vortex

y se le adicionaron inmediatamente 400 ul de SDS al 5% en amortiguador fosfato 0,1  M

pH 8,0 para fragilizar las membranas bacterianas.  Despues de una  incubaci6n de una

hora  a  70°C  para  pre-lisar  las  celulas  se  afiadi6  a  cada  tubo  un  volumen  de  micro-

esferas  esteriles  de  zirconio  (0.1  mm  de  diametro).  Los  tubos  fueron  agitados  en  un

"Mini  Bead  Beater"  (Biospec Products.  USA) dos veces a maxima velocidad  durante 5

min  para  romper  mecanicamente  las  celulas  y  liberar  el  ADN.  Posteriormente  se  le

agreg6 a cada muestra 0,02 g de polivinilpirrolidona  (PVPP),  un quelante de los anillos

aromaticos inhibidores de la  reacci6n de  PCR,  y se centrifugaron   3  min  a  15.000 x g.

El  sobrenadante  se  recupefo  en  un  tubo  esteril  y  al  pellet  que  contenia  las  micro-
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esferas y el material s6lido se le afiadieron 500 ul de TENP (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 20

mM de EDTA,100 mM  Nacl,1%  PVPP),  luego se centrifug6 nuevamente por 3 min a

15.000  x  g.  Este  paso  se  repiti6  tres  veces  y todos  los  sobrenadantes  obtenidos  se

colectaron  en  el  mismo  tubo  y  se  centrifugaron  1   min  a   15.000  x  g  para  eliminar

suspensiones. Las micro-esferas y el material s6lido fueron descartados.

EI ADN de cada sobrenadante se precipit6 con  1  ml de isopropanol, se mezcl6

por   inversi6n   y   se   incub6    10   min   a   temperatura   ambiente.    Despues   de   una

centrifugaci6n   a   15.000  x  g   por   15  min   el   pellet  fue   resuspendido   en  450   ul  de

amortiguador fosfato 0,1  M pH 8,0 y 50 ul de acetato de potasio 5 M e incubado 90 min

en  hielo  con  el  fin  de  decantar  impurezas  y  ADN  plasmidial.  Las  impurezas  fueron

eliminadas centrifugando 30 min a 15.000 x g. Cada sobrenadante fue incubado con  15

ul de RNasa A (1  mg/ml) 30 min a 37°C.  EI ADN fue precipitado con 1  ml de etanol y 50

Hl  de  acetato  de  sodio  3  M,  incubandose  10  min  a temperatura  ambiente.  Luego,  se

centrifug615 min a  15.000 x g y se resuspendi6 el pellet en 500 uL de TE   (Tris-Hcl  10

mM pH 8,0,  EDTA 1  mM). AI ADN resuspendido se le agregaron 500 ul de isopropanol.

Estos tres dltimos pasos fueron repetidos nuevamente.  El precipitado obtenido se lav6

con etanol al 70%, se centrifug6 5 min a  15.000 x g, se sec6 y se resuspendi6 en  100

ul  de  buffer TE.  EI ADN  se  mantuvo  almacenado  a -20°C.  Se  confirm6  la  calidad  del

ADN obtenido en iln gel de agarosa al  1,2% tefiido con bromuro de etidio  y visualizado

en trahsiluminador a 254 nm.

3. Amplificaci6n del ADNr 16S con partidores dirigidos a eubacteria.

EI   ADN   obtenido   se   amplific6   por   PCR   utilizando   Platinum®   Taq    DNA

Polimerasa   (lnvitrogen   Corporation,   Estados   Unidos)   y   los   partidores   universales

HDA1-GC  (5'-CGC  CCG  GGG  CGC  GCC  CCG  GGC  GGG  GCG  GGG  GCA  CGG
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GGG  GAC  TCC  TAC  GGG  AGG  CAG  GAG  T-3`)  y  HDA2  (5`-GTA ITA  COG  CGG

CTG CTG GCA C-3`) sintetizados por lnvitrogen que amplifican 200 bases de la region

V3 del ADNr 16S de eubacterias (Lopez y col, 2003). La secuencia resaltada en negrita

corresponde  a  una  sucesi6n  de  30  a  50  guanidina§  (G)  y  citosinas  (C)  (CLAMP  GC)

adicionada al extremo 5' de uno de los partidores para impedir la completa disociaci6n

de los fragmentos de ADN durante la lTGE y aumentar asi la resoluci6n de las bandas

en el gel.

Un  microlitro  de  cada  muestra  de  ADN  obtenido  fue  adicionado  a  24  Lil  de

mezcla  de  reacci6n  que  contenia  Buffer Taq  (concentraci6n final:  20  mM  Tris-Hcl  pH

8,4 y 50 mM  Kcl),  0,1  mM de cada dNTP,  0,75 mM de Mgc12, 0.4 uM de cada partidor

y 0,5 U de Taq polimerasa.  Para la amplificaci6n se utiliz6 un protocolo de TouchDown

PCR  adaptado  de  Muyzer  y  col  (Muyzer  y  col,  1993)  cuya  particularidad  es  que  la

temperatura de apareamiento inicial es mayor a la correspondiente para los partidores

utilizados.   Esta   temperatura   va   disminuyendo   grado   a   grado   durante   los   ciclos

sucesivos hasta llegar a la temperatura de apareamiento ideal la cual se estabiliza en

los ciclos restantes.  La  PCR comenz6 con  un  paso de denaturaci6n  de 3 min a  95°C

para  liberar  el  anticuerpo  unido  al  sitio  activo  de  la  Taq  que  impide  amplificaciones

inespecificas.  Los siguientes 25 ciclos de PCR consisten en un paso de denaturaci6n

(95°C  por 30 s),  apareamiento (65°C durante 30 s, disminuyendo  1°C cada ciclo hasta

llegar  a  los  55°C),  y  finalmente  en  un  paso  de  extensi6n  (72°C  por  1   min).     Los

productos de PCR fueron verificados en electroforesis en gel de agarosa al  1,2% junto

con iin marcador de peso molecular GeneRulerTM  100bp Plus (Fermentas lntemacional

lnc.,   C.anada)   y  visualizados   luego   de   ser  tefiidos   con   bromuro   de   etidio   en   un

transiluminador a 254 nm.
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4. Amplificaci6n del ADNr 16S con partidores dirigidos a bacterias lacticas.

Para  la  reacci6n  de  PCR  con  partidores  dirigidos  a  bacterias  lacticas  lLiL  de

cada ADN fue adicionado a  una  mezcla de reacci6n que contenia en.un volumen final

de 25 lil buffer Taq (concentraci6n final: 20 mM Tris-Hcl pH 8,4 y 50 mM Kcl) 0,25 mM

de cada dNTP,1,5 mM de Mgc12,  0,5  LiM de cada partidor y 0,5  U de Taq  polimerasa.

Los  partidores  utilizados  fueron  LAC1   (5`-AGC  ACT  AGG  GAA  TCT  TCC  A-3`)  y

LAC2-GC (5`-CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGC CCG GGG GCA CCG GGG

GAT TYCoACC GCT ACA CAT G-3`) que amplifican  340  bases de la  regi6n V3 y V4

del   ADNr   16S   de   bacterias   lacticas   de   los   generos   Lactobac/.//t/s,   Pedi.ococcus,

Leuconosfoc y We/.sse//a   (Lopez y col, 2003). La amplificaci6n comenz6 con una etapa

inicial de denaturaci6n  (95°C  por 3  min)  seguida de  25 ciclos de  PCR  consistentes de

un  paso  de  denaturaci6n  (95°C  por  30  s),  apareamiento  (61°C  por  lmin),  extension

(72°C  por  1   min)  y  finalmente  un  paso  de  extensi6n  final  de  68°C  por  7  min.   La

integridad de los productos de PCR fue confirmada en un gel de agarosa al 1,2% junto

con un marcador de peso molecular GeneRulerTM  100bp Plus (Fermentas lnternacional

lnc.,   Canada).   El  gel  fue  tefiido  con   bromuro  de  etidio  y  luego  visualizado  en  un

transiluminador a 254 nm.

5. Electroforesis en GTadiente Temporal de TemperatuTa (TTGE).

EI TTGE de los amplificados obtenidos con los partidores HDA y LAC se realiz6

en un gel de poliacrilamida denaturante (7 M de urea,  buffer TAE 1,25X (50 mmol/I Tris

base,    25   mmol/I   acido   acetico   glacial,    1,25   mmol/I   EDTA,    pH    8,0)   y   8%   de

acrilamida/bisacrilamida) de  16 x  16 x  1  cm.  La desgasificaci6n  previa de  la soluci6n y

la  adici6n  de  550  H  de  persulfato  de  amonio  al  10%  (APS)  mss  55  ul  de  Temed
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permiti6   la   polimerizaci6n   del   gel.   La   lTGE   se   realize   utilizando   un   Sistema   de

Detecci6n  Universal  de  Mutaciones  (DCode  System,   Bio-Rad,   USA)  en  buffer  TAE

1,25X.  Una vez que el buffer y el gel alcanzaron una temperatura de 66°C se cargaron

15   prl   de  amplificado  mezclado   con   15   Hl  de  buffer  de  carga   (0,05%   de  azul   de

bromofenol  en  70%  de  glicerol)  en  cada  pocillo.  Luego  el  gel  se  corri6  desde  66°C

hasta 70°C con una rampa de temperatura de 0,2°C/hora a 65 V. Una vez terminada la

migraci6n  y estabilizado  el  equipo,  el  gel fue  desmontado,  lavado  con  agua destilada,

teFiido  por  30  min  con  SYBRsafe  lx,  visualizado  en  un  transiluminador  a  254  nm  y

fotografiado con una camara digital Olympus (Modelo Camedia C-3040ZOOM).

6.    Re-amplificaci6n    de    bandas    escindidas    de    los    TTGE    para    posterior

secuenciaci6n.

Las bandas observadas en los TTGE fueron escindidas del gel e incubadas una

hora en agua libre de nucleasas para lavar el gel y eliminar urea y sales que interfieren

en  la  PCR.  Luego se elimin6 esta agua  y se incubaron  las  bandas  en 30  prl de  agua

libre de nucleasas durante una noche a 4°C para permitir la eluci6n en el agua del ADN

presente  en  cada  porci6n  de  gel.  EI  ADN  recuperado fue  posteriorrnente  amplificado

por  sextuplicado  mediante  el  protocolo  de  PCR  para  eubacteria  o  bacterias  lacticas

segtln  los  partidores  utilizados  inicialmente.  Los  productos  de  PCR fueron  verificados

en electroforesis en minigeles de poliacrilamida al 8% y visualizados a luz directa luego

de ser tefiidos con nitrato de plata.

Para  cuant-rficar  el  ADN  de  los  amplicones   correspondientes  a  las  bandas

destinadas a ser secuenciadas se reali26 una electroforesis en gel de agarosa al  1,2%

tefiidos con bromuro de etidio. Come marcador para la cuantificaci6n del ADN se utiliz6
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un  marcador  de  masa  molecular  (MassRulerTM  DNA  Ladder  Low  Range,  Fermentas

International   lnc.,   Canada).   Los   geles   fueron   fotografiados   con   camara   digital   y

analizados   con   el   programa   Gel   Pro   Analizer  v3.1   (Media   Cybernetics,   UK).   La

intensidad   de   cada   banda   se   compar6   con   las   intensidades   de   las   bandas   del

marcador de masa,  obteni6ndose por interpolaci6n,  la concentraci6n de los amplicones

a secuenciar.

7.   Secuenciaci6n,   edjci6n   de   cromatogramas   e   identificaci6n   de   bandas

dominantes escindidas de los TTGE.

Los  generos  y  especies  bacterianas  que  componen  la  microbiota  lactica  de

leches y quesos fueron identificados mediante secuenciaci6n parcial del ADNr 16S.  La

secuenciaci6n  fue  realizada  por  la  empresa  Macrogen   (Sedl,   Corea  del  Sur).   La

concentraci6n minima de amplic6n necesaria para secuenciar, segtln los requisitos de

la empresa era de 50 ng/Ill.  Se secuenciaron los amplicones con los partidores directos

HDAl  y LAcl  sin la cola de GC.

Los   cromatogramas   correspondientes   a   cada   banda   secuenciada   fueron

editados   en   el   programa   "BioEdit   Sequence  Alignment   Editor"   (Hall,   1999).   Para

evaluar   la   calidad   de   las   secuencias   se   analiz6   la   longitud,   altura,   claridad   y

equidistancia  de  los  picos en el cromatograma y el  nivel de  la  linea de fondo.  EI  Iimite

3`    de   la   secuencia   se   defini6   por   la    presencia   del    partidor   reverso    (reverso

comp]ementario)  y  esta  secuencia  fue  eliminada.  El  limite  5`  fue  definido  desde  el

comienzo  de  la  lectura  correcta,  tipicamente  2040  bases  a  contar  del  inicio  de  la

lectura que siempre  presenta  picos  confusos de  leer.  Una vez definidos  los extremos

se   editaron   directamente   desde   el   cromatograma   los   picos   que   no   eran   claros

(tomando en  cuenta  su  equidistancia o altura).  Se  coloc6  la  base correcta  cuando se
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present6 un error de lectura,  o la base degenerada correspondiente si  la  base estaba

definida por mss de un pico de altura considerable.

Se  busc6 si  las secuencias  editadas correspondian  a  secuencias  depositadas

en    la    base    de    datos    de    secuencias    ribosomales    (RDpll,

edu/se match/se match   intro.

.cme.msu.

)  (Cole  y  col,  2005),  ingresandolas  en fomiato  fasta.

Se   utilizaron   los   pafametros   por   defecto   del   RDPII   que   incluyeron   a   todas   las

secuencias de la base de datos con longitudes mayores a 1.200 bases asignadas o no

a microorganismos tipo. Se obtuvieron las 20 correspondencias mss cercanas.

El   alineamiento   de   las   secuencias   se   realiz6   con   el   "Clustalw   Multiple

Alignment" disponible en el programa "BioEdit Sequence Alignment Editor".

8. Frecuencia.

Se calcul6 para cada poblaci6n bacteriana la frecuencia en que se present6 en

las   muestras  de  quesos   en  funci6n  de  su   origen  geografico   o  de  su  tiempo  de

maduraci6n. Dicha frecuencia se calcul6 contando en todas las muestras el ntlmero de

bandas   correspondientes   a   cada   poblaci6n   identificada   y   dividiendo   el   resultado

obtenido  por  el   ntimero  total  de  muestras;   estos  resultados  se  expresaron   como

porcentaje. Entonces,

F=    (N/T)xl00

donde'

F =    frecuencia

N =    ndmero de bandas observadas en los perfiles de TTGE correspondientes a cada

uno de los generos o especies bacterianas identificados mediante secuenciaci6n

T =    numero total de muestras en cada uno de los dos grupos (definidos por el origen

geogfafico y por el tiempo de maduraci6n)
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La frecuencia de los perfiles,  en{endidos estos como la combinaci6n de. bandas

en  una  muestra,  se  calcul6  como el  ndmero de muestras con el  perril  definido  (I  al X)

dMdido   por   el   ntlmero   total   muestras   analizadas,   segi]n   la   zona   geogfafica   de

producci6n o el tiempo de maduraci6n.

9. Analisis Estadistico.

Las   frecuencias   de   los   generos   o   especies   bacterianas   presentes  en   las

muestras  segtln  la  zona  geogfafica  o  el  tiempo  de  maduraci6n  se  compararon  por

Prueba de X2 ( ://www. etown.edu/facult /ballc/webtools/ web   chi.htm
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1. "luestras de leche.

De un total de 21  muestras de leche provenientes de productores de valle s6lo

fue  posible  extraer el  ADN  a  10  de  ellas.  De  9  muestras  se  obtuvo ADN  amplificable

con HDA y s6lo de 2 con los partidores LAG.

De las 9 muestras de leche amplificadas con los partidores HDA se obtuvieron

perfiles de TTGE en 7 de ellas donde se observaron de 1 a 2 bandas por carril (dato no

mostrado).   Estas  bandas  fueron  identificadas  como  bacterias  pertenecientes  a  los

generos   Lacfo9ocous   y   Sfrep{ococcus.   Leuconostoc   se   encontto   en   las   leches

analizadas con  los partidores  lAC.  No se identific6 Lacfobac/.//us ni  We/.sse//a en este

tipo de muestras`

Debido  al  bajo  ndmero  de  muestras  de  leche  analizadas  y  a  que  estas  solo

correspondian a muestras provenientes de valle,  los datos obtenidos de ellas no fueron

considerados en los analisis de la microbiota lactica segdn zona geogratica y tiempo de

maduraci6n. Sin embargo, se hace una referencia a estos datos en la discusi6n.

2. Composici6n de [a microbiota lactica de qLiesos.

2.1    ]dentificaci6n   de   generos   bacterianos   mediante   TTGE   con   partidores

dirigidos a eubacterias.

Se analizaron 54 muestras de quesos con  15 dias de maduraci6n  (Q15) y con

30 dias de maduraci6n (Q30) provenientes de productores de valle y cordillera. A todas

estas muestras se les extrajo ADN que se amplific6 y que posteriormente fue analizado

mediante  TTGE.   En   las   Fig.2  y  3  se   muestran  como  ejemplo   los   perfiles  de   19

muestras en donde se observan de 1  a 7 bandas por carril.



Productor I Productor ll                    Productor Ill

Q15                       Q30                  Q15        Q30                Q15

aprfe x3

Fig.  2:  TTGE  de  los  amplicones  obtenidos  con  partidores  dinoidos  a  eubacterias
(HDAl  y LIDA2) de muestras de quesos con  15 y 30 dlas de maduraci6n provenientes
de  distintos  productores  de  val]o.   A,   a  y  C  son  las  bandas  dominantes  cuyas
identidades son: A:  Lactoba®-Wus;  8:  Sdepfcoocous y C: LactococoLis.  Las bandas al ,
a2,  a3,  x2 y x3  son  bandas  pooo frecueutes  ro consideradas en  los  analisis  de  fa
mierobiota lactica.
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FIg.  3:  lTGE  de  aimplicones  obtenidos  con  pertidores  dirigidos  a  eubacterias  (HDAl   y
HDA2) de muestras de quesos con  15 y 30 dlas de  maduraci.6n provenientes de distintos
productores de cordillera. A,  8, C y D son las bandas dominantes cuyas rdentidades son: A.
L@ctobec7.i./us,  a:  Srfepfococous;  C:  Lactocoaevs;  D:  We/sse/fa.  Las bandas xl .  x2 y x3 son
bandas  pooo  frecuentes  no  consiferadas  en  los  anatsis  de  La  micobieta  lactica.  De  fa
banda n no se obtuvo ADN reamplificado.

En  estos  geles,  se  distinguieron  bandas  correspondientes  a  11  movilidades

electrofofeticas distintas. Se escindieron y eluyeron todas la§ bandas observadas (136)

en los perfiles de lTGE provenientes de las 54 muestras analizadas. Se reamplificaron

y seouenciaron 20 bandas (dos de cada movilidad, excepto de la movilidad n).

Fue   posible   identificar   las   bandas   correspondientes   a   cuatro   de   esfas

movilidades   electrofofetjcas   (A,   a,   C   y   D)   como   Lacfobaci-//us,    SteptococcLis,

Lacfococcws y We/.ssct/a con un 100% de identidad con las seouencias deposjtadas en

la  base  de  datos  RDPII   (Fig.2  y  3,  Tabla   1).   Estas  bandas  predominaban  en  la

microbiota  lactica  observandose  respectivamente  en  el  52,  50,  98,  y  9%  de  las  54



Tabla 1 : Generos bacterianos identificados mediante secuenciaci6n con   HDA1

bandas

A
a
C
D

Correspondencia
con.gepe>ro.
Lactobacillus.
Streptoc.occus
L-ac;tococcus.
w€i5fserig

rd (eyo)

100
100
100
100

20

Frecuencia (%)
largo       ~z.on_a. ggegffi£|._~.rp.e9lEl in__

secuenc±(b)  _  valle     cordillera     Q15           Q30
100                  34             35
1_-oo-_   ``             .32`              39-'
10o                    83           .'  83
1 oo                    o               22_

6Q

5-6`
96+

4

48--_52_h

£6_

muestras analizadas, por lo que se consideraron como las poblaciones mss frecuentes

y dominantes de dicha microbiota.

Las demas movilidades electrofofeticas fueron denominadas al , a2,  a3, xl, x2,

x3 y n  las que se observaron en  menos de un  15% de las muestras.  Por encontrarse

en baja frecuencia y presentar cromatogramas con lecturas ambiguas, ninguna de ellas

fue considerada en los analisis posteriores de la microbiota lactica. A pesar de su baja

frecuencia,  se  consider6  a  Vve/.sse//a  dentro  de  la  microbiota  dominante  porque  los

cromatogramas de estas bandas fueron claros de leer y de identificar.

2.2  ldentificaci6n  de  los  g6neros  bacteTianos  medjante  TTGE  con  partidores

dirigidos a bacterias lacticas.

Se  obtuvieron  amplicones  usando  los  partidores  LAG  solo  de  43  de  las  54

muestras,  los que fueron evaluados  por TTGE.  Las  19  muestras  con  los  perfiles mss

complejos se muestran en las Fig. 6 y 7 donde se observan de 1  a 5 bandas por carril.

Se escindi6 la totalidad de  las  bandas  observadas (72  bandas)  y se secuenciaron 27

bandas correspondientes a cada una de las 8 movilidades electrofofeticas observadas.
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Plo. 4:  TTGE de lee amp]ieones obtenidos con  partidores dirigidos a bacterias lactiea§  (LAcl  y LAC2) de
miiestras de quesos  con  15 y  30  dlas  do  maduraci6n  ostenidas de  productoies  de valle.  A  y  E  son  las
bandas dominantes, ciiyas identidades son; A:  Lactobcoi7/ts  E:  Let+conesde.  Las bandas al,  a2 y el  sori
bandas  pooo  frecuentes  no  consideradas  en  los  analisis  de  la  microbiota  lactica.  be  fa  bai`da  n  no  8e
obtuvo ADN reamplificado.

Productor lv                   Productor v

Q15           Q3             QI                     Q3

H2  fei`rda2

a4co    xpa4Wild

-  *.f#

Productor Vl

H-A

Flg. 5: Perfiles de lTGE de los amplicones obtenidce con partidores dingidos a bacterias lactieas (LAcl
y LAC2) de muestras de quesos con 15 y 30 dias de maduTaci6n obtenidas de pToductores de cordillera.
A,  D  y  E  sort  las  bandas  dominantes,  cuyas  identidates  son:  A   LacfobacAVus,   D:   l¢fe/sse«8  y  E;
Lepeoiro§toc.  Las bandas a2,  a4 y x son bandas pceo rfecoentes no consideradas en los ana[isis de la
mfrobiofa kictica.
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Mediante secuenciaci6n del ADNr  16S  amplificado  con  LAcl  se  identificaron 3

movilidades  electrofofeticas  distintas  (A,   D  y  E)  cuyas  bandas  fueron  identificadas

como  Lacfobac/.//us,  Leuconostoc  y  We/.sse//a  con  un  98-100%  de  identidad  con  las

secuencias depositadas en el  RDPII  (Fig.  5 y 6,  Tabla 2).  Estas se observaron en  un

74,  72  y  9%  de  las  muestras  por lo  que  se  consideraron  como  las  poblaciones  mss

frecuentes y dominantes de la microbiota lactica.

Tabla 2: Generos bacterianos identificados mediante secuenciaci6n con   LACI

Frecuencia(0/o)

bandas
Correspondencia
con genera

A             Lactobacillus
E        .Leuconostoc
D            wieissella

'd (a/)    sec:::gc:a (b)    Zv°£,:ge:8:ifii::a
100                  263                   46              56
100                 263                  46             44
98                  263                   0               25

maduraci6n
Q15        d3o_
71               '61
71              55.    -
95

Las bandas denominadas como al , a2, a4, el , x y n no fueron consideradas en

el  analisis de  la microbiota lactica del queso por encontrarse en  menos del  18% de las

muestras.

2.3 Composici6n de la microbiota lactica segi]n zona geogfafica.

En  las  54  muestras  de  queso  analizadas  mediante  TTGE  con  los  partidores

HDA,  35  provenientes  de  valle  y  19  de  cordillera,  se  observaron  bandas  dominantes

pertenecientes  a  los  generos  Lactobac/.//us,  Sfrepfococcus,  Lacfococcus  y  We/.sse//a.

La freciiencia de cada genero en funci6n de su origen geogfafico esta detallada en la

Fig.  8 y Tabla  1.
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8111   I

Fig.  6:  Frecuencfa de gcheros baderianos  idenfficados mediante secuencfaci6n con  HDAl
segdn zona geogfafica. Prueba X2 no significativa.

Al comparar cada genero bacteriano entre valle y cordillera   se encontr6 que la

frecuencia   de    Lactobeci.Wus,    Streptococcus   y   Lactococcus   era    similar,    siendo

Lactococcus el genero mas frecuente en ambas zonas geogfaficas, encontfandose en

un  83%  de  las  muestras  analizadas.  La  gran  diferencia  fue  que  el  genero  menos

frecuente, Wet.sse//a, se encontr6 solo en muestras provenientes de cordillera.

En     43  muestras  analizadas   mediante  lTGE  con  los  partidores   LAC,   29

provenientes de valle y 14 de cordillera,   las bandas dominantes correspondieron a las

especies   Lactobaci.//us,   Leuconostoc   y   We/.sse//a.   En   ambas   zonas   geogfaficas

Lactobaci-Wus   y Leuconosfoc presentaron una frecuencia similar (Fig.  9 y Tabla 2).  La

especie  We/.sse//a  s6lo  se  encontfo  en  un  25%  de  las  muestras  pertenecientes  a

cordillera.



Fig.  7:  Frecuencia  de  generos  bacterlanos  identificados  mediante  secuenciacidn  con
LAcl  segdn zona geografica. Prueba X2 no significativa.

2.4 Composici6n de la microbicta lactica en dos efapas de la maduraci6n.

Los  cambios  en  la  maduraci6n  se  analizaron  en  base  a  la  frecuencia  de  los

generos  bacterianos.  De  las  54  muestras  analizadas  exitosamente  mediante  PCR-

TTGE con los partidores HDA 25 correspondian a muestras de Q15 y 29 a Q30, y de

las 43 muestras analizadas exitosamente con  los  partidores LAC 23 correspondian  a

muestras de Q15 y 20 a Q30. En las Fig.10 y 11  se observa que la frecuencia no vari6

sign-mcativamente  entre  Q15  y  Q30  Io  que  indica  que  la  composiei6n  se  mantwo

estable durante el proceso de maduraci6n. EI genero Lactococevs fue el mss frecuente

encontfandose en un 96% de las muestras.  Los generos Lactobaci-//us,  LeLiconostoc y

Sbeptococctis se encontraron en mss del 50% de las muestras de ambas etapas de

maduraci6n.  `^/ei.sse//a fue el genero bacteriano menos frecuente encontfandose s6Io

en un 6% de las muestras de Q15 y Q30 ITabla 1  y 2).
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2.5 Analisis de los perfiles observados en los TTGE.

2.5.1  Perfiles  de TTGE  de  amplicones  obtenidos  con  los  partidores  dirigidos  a

eubacterias.

Se evalu6  la  composici6n  de  la  microbiota de  los  quesos  segdn  su  estado de

maduraci6n y segun la zona geogfafica de producci6n a traves de la frecuencia en que

se present6 un determinado  perfil sobre el total de las muestras.  Se encontr6 que los

perfiles  I  y  IV son  los  mas  comunes  ITabla  3)  observandose aproximadamente  en  el

40%  de  las  muestras.  Considerando  muestras  de  un  mismo  productor,  los  perfiles  a

traves de la maduraci6n se mantuvieron en general sin cambios. Pequefias variaciones

se detectaron en algunos productores, como es mostrado en las Figuras 2 y 3.

Tabla  3:  Perfiles  observados  en  los  TTGE  con   amplicones
obtenidos con HDA

Perfil

1        Lactobacillus
Streptococcus
LactococcLls

1\      Lactobacillus
Lactococcus

111      Lactobacillus
Streptococcus

lv    Lactococcus

V      Streptococcus
Lactococcus

VI    Streptococcus
Lactococcus
Weissella

Frecuencia (%).
zona geogfafica           maduraci6n
valle      cordillera      Q15            Q30

26             42              36              28

23               16               24                17

3003

40               16              24               38

8                  10                 12                  7

0                 16                4                  7
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2.5.2 Perfiles de TTGE con los amplicones`obtenidos con los partidores dirigidos

a bacterias lacticas.

Los  perfiles  observados  en  estos  TTGE  muestran  que  la  composici6n  mss

frecuente  corresponde  al  perfil  Vlll  en  que  se  encuentran  bacterias  de  los  generos

[acfobac/.//us  y  Leuconosfoc  ITabla  4).  Al   igual  que  en   los  perfiles  de  TTGE   con

amplicones obtenidos de HDA esto§ no varian a traves de la maduraci6n exceptuando

algunos  casos,  como  los  productores  Vl  y  Vll  (Fig.  6  y  7).  Cabe  sefialar  que  en  los

perfiles de cordillera en que se observ6  We/.sse//a,  este era el tlnico genero bacteriano

presente en el perfil, es decir, era un g6nero dominante en esas muestras.

Tabla  4:  Perfiles  observados  en  los  TTGE  con   amplicones
obtenidos con LAG

Perfil

Vll  .Lactobacillus

Vlll  Lactobacillus
Leuconostoc

lx    Leuconostoc

X     Weissella

Frecuencia(o(a)
zona geogfafica           maduraci6n
valle      cordillera      Q15            Q30

.24      .          21                  `17                 30

45             43             48             40

31                15                26                25

0                 21                  9                  5
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El objetivo de este estudio fue analizar mediante PCR-TTGE y secuenciaci6n la

microbiota lactica dominante de quesos artesanales de cabra.  Los resultados obtenidos

muestran  que  dicha  microbiota  no  varia  significativamente  segon  el  origen  geogfafico

de los quesos ni tampoco segdn los tiempos de maduraci6n evaluados.

1.   G6neros bacterianos identificados.

1.1  En las leches.

La§    poblaciones    bacterianas    identificadas    en    las    muestras    de    leche

corresponden  a  poblaciones  de  Lactococcus,   Sfrepfococcus  y  Leuconosfoc  lo  cual

concuerda con lo descrito por Badis y col (2004) en leches de cabra de Argelia.   No se

detectaron  poblaciones  bacterianas  de  Lacfobac/.//us  y  We/.sse//a  en  estas  muestras

que tambi6n fueron reportadas previamente por Badis y col (2004).

El  bajo  porcentaje  (35%)  de  ADN  amplificable  en  las  muestras  de  leche  y  la

ausencia  en  ellas  de  bacterias  previamente  reportadas  en  leches  de  cabra  puede

deberse a que en las leches chilenas estas poblaciones bacterianas se encuentran en

recuentos  bajos  y  no  son  detectables  mediante  tecnicas  moleculares.   Para  lograr

amplificar  ADN  directamente  de  una  muestra  se  requiere  como  minimo  de  10.000

copias   de   molde   (Grunenwald   2003),   lo   que   corresponde   a   una   concentraci6n

bacteriana cercana  a  los  .102 bacterias/ml  de  leche.  Es relevante sefialar que a pe§ar

de   que   los   cultivos  tienen   la   desventaja   de  que   s6lo   una   pequefia   parte  de  la

comunidad bacteriana crece en ellos,  no se requiere de un alto recuento an la muestra

inicial  ya  que  el  uso  de  medios  selectivos  facilita  su  crecimiento  y  por  lo  tanto,  .su

detecci6n.
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1.2 En los quesos

Las    poblaciones    bacterianas    identificadas    en    la§    muestras    de    quesos

corresponden   a   Lactobacillus,   Lactococcus,   Streptococcus  v   Leuconostoc.   Estos

resultados  concuerdan  con  aquellos  de  Alonso-Callejas  y  col  (2002),  de  Buffa  y  col

(2001) y de Hatzikamari y col (1999) obtenidos en quesos espafioles y griegos a traves

de  cultivos.  El  genero  lve/.sse//a s6lo  se  identific6  en  los quesos  de  la  cordillera.  Este

96nero  no  habia  sido  reportado  previamente  en  quesos  de  cabra  o  de  otro  origen,

porque en la  mayor parte de los estudios se nan utilizado metodos de cultivo en  agar

selectivo,    donde   no   es   posible   diferenciar   bacterias   pertenecientes   a   generos

filogen6ticamente muy relacionados como Let/conosfoc y We/.sse//a. Hace un poco mss

de 10 afios estudios filogeneticos comprobaron que Leuconostoc paranesen{eroi.des y

Leuconostoc  mesentero/.des,  ambos  pertenecientes  a  la  familia  Leuconostocaceae,

eran  geneticamente  distintos  por  lo  que  se  cre6  el  genero  lA/e/.sse//a  formado  por

VI/e/.sse//a         paramesentero/.des         antig u ame nte         deno in inad a         Leuconosfoc

paramesenferoi.des. (Collins y col,1993).

Cabe  destacar que  en  el  analisis  de  la  microbiota  lactica  que  realizamos  se

utiliz6  solo  el   centro  del   queso  ya   que  en   un   analisis   por  TTGE   y  DDGE   de   la

microbiota  de  quesos  industriales  de  vaca  (Ogier  y  col,  2004)  se  encontr6  que  la

microbiota  del  centro  y de  la  corteza  del  queso difieren.  En  el  centro  se  encontraron

Laofobac/.//us,  Leuconostoc, Lacfococcus,  Sfrapfococcus que probablemente provenian

de  los fermentos  iniciadores  utilizados en  la fabricaci6n  de estos quesos  comerciales

mientras   que   en   la   corteza   se   encontr6   una   mayor   diversidad   bacteriana   de

Staphylococcus   y    backer.ias    gram-negativas    como    Moraxella,    Pseudomonas   y

Coryr}ebacfer7.urn originadas  probablemente del  ambiente  y  de  la  manipulaci6n  de  los

productos.  Las  diferencias  en  la  composici6n  entre  la  superficie y el  centro  del  queso
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coincidian con diferencias en el pH entre ambas zonas, siendo el centro mss acido que

la superficie del queso (Ogier y col, 2004).

Hasta  el  dia  de  hoy  no  se  habia  analizado  la  microbiota  lactica  de  quesos

artesanales  de  cabra  con  tecnicas  moleculares.  Los escasos trabajos  que  existen  se

han enfocado en el analisis de una  parte de la microbiota,  por ejemplo  la identificaci6n

genotipica   de   aislados   bacterianos   de   Lacfococcus   /aof/.s   (Psoni   y   col,   2007),

Enferococcus  (Psoni  y  col,  2006)  y  Lactobac/./fus  (Sanchez  y  col,  2005).  Esto  es  un

inconveniente  al  comparar nuestros  resultados  con  los  obtenidos  por m6todos cultivo-

dependientes  que  permiten  identificar  s6lo  la  fracci6n  bacteriana  cultivable  con  los

medios selectivos  utilizados que no  necesariamente es  la  microbiota dominante de la

muestra.

Los   estudios   moleculares   de   la`   microbiota   del   queso   se   han   realizado

fundamentalmente en quesos de vaca.  En  general,  en  estos estudios  se  reportan  los

mismos componentes encontrados en quesos de cabra (Randazzo y col, 2002;  Duthoit

y col, 200'3; Ercolini y col, 2003; Ogier y col, 2004). A pesar de la similitud entre la leche

de cabra y vaca,  ambas presentan diferencias en la composici6n de grasas,  proteinas

y   carbohidratos   (Hadjipanayiotou   1995)   y  en   la   actividad   de   lipasas   y   proteasas

(Chilliard  y col,  2003).  Entre  los quesos  de vaca  y cabra  se  reportan  diferencias  en  el

tipo  de  acidos  grasos  libres  (de  la  Fuente  y  col,   1993).   Estas  diferencias  podrian

seleccionar  o   favorecer  el   establecimiento   de   distintas   poblaciones   dentro   de   los

generos descritos,  es decir,  diferencias  a  nivel  de  las  cepas que  estan colonizando  y

creciendo   durante   el   proceso   de   maduraci6n   del   queso.   Estas   diferentes   cepas

sumadas  a  las  caracteristicas  de  la  leche  podrian  aportar  texturas  y  sabores  que

caracterizan al queso.
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2.   Bandas no consideradas en el analisis.

En los perfiles de TTGE correspondientes a los amplicones obtenidos con HDA

y con  LAC  se  obtuvieron  bandas  poco frecuentes y de dificil  identificaci6n.  Es  el  caso

de las bandas al , a2, a3, a4, el , x, xl , x2 y x3.

En  los  cromatogramas  de  algunas  de  las  bandas  "a"  se  observaron  picos  de

baja  altura  los  que  pueden  corresponder  a  lecturas  de  las  hebras  complementarias

(positiva  o  negativa)  de  probables  heterodupletes  derivados de  la  presencia  de ADNs

filogeneticamente  muy  relacionados  con  A  (Espejo  y  cols,   1998).   La  formaci6n  de

heterodupletes entre secuencias similares de Lactobac/.//t/s sugiere que en  los quesos

se  encuentran   distintas  poblaciones   (especies  o  cepas)   de  este  genero  que   no

pudieron  resolverse  mediante  PCR-TTGE  por  su  baja  concentraci6n  en  la  muestra

inicial.  El hecho de que s6lo en dos productores (1  de valle y  1  de cordillera) se hayan

observado   las   bandas  "a"   evidencia   que   la   diversidad   de   Lacfobac/.//I/s  en   estas

muestras es mayor.

Para    Leuconosfoc    tambi6n    se    observaron    diferentes    poblaciones    con

variacione§  intragenero.  Estas  poblaciones  resultaron  diferenciables  en  el  lTGE.  La

ausencia de heterodupletes se podria deber a variaciones puntuales en las secuencias

del ADNr 16S, a diferencia de Lacfobac/.//us en que se observaron zonas variables.

3.   Composici6n de la microbiota lactica segdn zona geogfafica.

La composici6n de los quesos provenientes de zonas de valle o de cordillera no

present6  diferencias  significativas.  Independientemente  de  la  zona  de  producci6n  la

microbiota  dominante  estaba  compuesta  por  los  g6neros  Lactobac/.//us,  Lacfococcus,

Leuconosfoc   y   Sfrepfococcus,   siendo   Lacfococcus   el   g6nero   mss   frecuente   y

componiendo  la  microbiota  lactica  como  dnico  genero  en  muestras  de  cordillera  y
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principalmente asociado a Lacfobac/.//I/s y Streptococcus en valle. Tambien fue comdn

encontrar  asociados  a  Lactobac/.//us  y  Leucor)osfoc  en  muestras  de  ambas  zonas

geogfaficas.  La gran diferencia entre valle y cordillera fue la presencia de  VI/ei.sse//a en

algunos quesos de cordillera,  g6nero que se encuentra'escasamente representado en

otros tipos  de  alimentos fermentados  (yuca fermentada,  cebada fermentada,  salame)

(Kostinek y col, 2007; Booysena y col, 2002; Samelis y col,1994), en vegetales frescos

y  en  las  primeras  etapas  de  la  fermentaci6n  del  forraje  (Bjorkroth  y  col,  2002).  La

escasa presencia de Wei.sse//a en las muestras y el hecho de que se haya identificado

como  unica  banda  en  los  perfiles  de  lTGE  o  s6lo  acompafiada  de  Streptococcus  o

Lacfococcus podria deberse a la capacidad de  We/.sse//a de producir una bacteriocina

inhibidora de otras bacterias gram-positivas (Srionnual y col, 2007).

Las   diferencias   en   la   composici6n   de   la   microbiota   lactica   entre   zonas

geograficas eran  esperadas  de  acuerdo  al tipo  y  calidad  del  alimento  consumido  por

]as   cabras   (G6mez  y  col,   1992)   y   por   las   distintas   condiciones   ambientales   que

prevalecen  en  las  zonas  de  valle  y  cordillera  (Buchin  y  col,  1999;  Caridi  y  col,  2003;

Mauriello  y col,  2003).  Es  probable que las  diferencias en  la  microbiota  lactica  sean  a

nivel de especie o cepa,  aspectos que no podemos determinar en este estudio por las

limitaciones del m6todo.

4.   Composici6n de la microbiota lactica en dos etapas de [a maduraci6n.

Las frecuencias de las poblaciones  bacterianas  identificadas  no cambiaron  a lo

largo del  proceso de maduraci6n.  Par ser  la  PCR-lTGE  una  metodologia  cualitativa,

las  variaciones  en  la  abundancia  bacteriana  de  las  muestras  se  distinguen  con  iina

baja  resoluci6n.  AI  evaluar los  perfiles  mss  comunes  obtenidos  con  ambos  pares  de

partidores empleados, se observa que Lactobac/.//us,  Sfrepfococcus y Lactococcus (Vl)
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o tambi6n Lacfobac/.//us y Leuconosfoc (lv) componen  la microbiota lactica dominante

en  las muestras con quince dias de  maduraci6n.  Depido a que los partidores HDA no

amplifican  bacterias  del  genero  Leuconostoc  y  los  partidores  LAG  no  amplifican  a

Streptococcus y Lacfococcus (discutido mss adelante) no fue posible observar si estos

cuatro g6neros' se encuentran generalmente asociados.

Al  considerar las  poblaciones  bacterianas  encontradas en  la  leche se observa

que  algunas  poblaciones  persisten  durante  la  maduraci6n  del  queso  (Lacfococcus,

Streptococcus y Leuconosfoc) Ias que podrFan formar parte de la microbiota lactica que

inicia la fermentaci6n.  Hay otras,  como Lacfobac/.//us y  We/.sse//a, que se incorporan o

aumentan su recuento posteriormente.

5.   Posibles sesgos de la t6cnica.

La  detecci6n  de  una  poblaci6n  bacteriana  mediante  PCR-TTGE  esta  limitada

por  la  concentraci6n  de  su  ADN  y  por  la  cantidad  de  ADN  de  otras  poblaciones

presentes  en  la  muestra  debido  a  que  se  amplifica  preferencialmente  el  ADN  mss

abundante de la muestra (Ogier y col, 2002).

La extracci6n de ADN es un paso critico de los estudios moleculares destinados

a evaluar la diversidad genetica de la comunidad estudiada. Las principales dificultades

se   relacionan   con   la   reproducibilidad   y   la   homogeneidad   del   proceso   de   lisis

bacten.ana,  con  la  obtenci6n  de  acidos  nucleicos  intactos,  y  con  la  remoci6n  de  los

compuestos que afectan la PCR (Sanchez y col, 2005).

Una  fuente  de  interferencias  es  la  PCR.  Al  amplificar  mezclas  de  ADNs  se

forman heterodupletes, moleculas de ADN formadas por dos hebras no completamente

complementarias.   La  formaci6n  de   heterodupletes  dificulta  la   interpretaci6n   de  la

comunidad  bacteriana desde los perfiles de TTGE ya que sobreestima el nrimero real
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de bandas.  La Tin es menor en los heterodupletes que en los homodupletes, debido al

apareamiento  incompleto  de sus hebras,  resultando en  una  menor migraci6n  de  ellos

en   el   TTGE.    La   formaci6n   de   estos   heterodupletes   puede   ser   reducida   con

temperaturas  de  apareamiento  mss  altas  y  disminuyendo  el  numero  de  ciclos  de

amplificaci6n de la PCR (Muyzer & Smalla,1998).

Los partidores utilizados sesgan qu6 poblaciones bacterianas seremos capaces

de  identificar.   Con   los  pares  de  partidores   HDA  y   LAC  fue  posible  identificar  las

poblaciones bacterianas de  las  muestras  hasta  nivel  de g6nero.  Al  buscar en  la  base

de  datos  del  RDpll  ( .cme.msu.edu/ robematch/search. )  cuantas  bacterias

podrian  ser  amplificadas  con  nllestros  partidores  encontramos  que  HDAl   y  HDA2

amplificarian  aproximadamente  220.000  de  las  330.000  secuencias  depositadas  y

12.000 de las  16.000 secuencias de  bacterias  pertenecientes al  orden  Lactobacillales

de las cuales 3.700 de 5.000 son de Lactobac/.//us, 200 de 290 de We/.sse//a, 6.000 de

7.300  de  Sfreptococous  y  340  de  420  de  Lactococcus.  Con  estos  partidores  no  se

amplifica ninguna de las 297 secuencias de Leuconosfoc. Los partidores LAcl  y LAC2

amplificarian  aproximadamente  6.000  de  las  330.000  secuencias  depositadas  en  el

RDPIl y 4.800 de las 16.000 de los Lactobacillales, 4.300 secuencias de Lactobac/.//us,

6 de Leuconostoc, 210 de We/.sse//a, 2 de Strepfococows y ninguna de Lactococcus. A

pesar del bajo ntlmero de Leuconosfoc si se logr6 amplificar bacterias de este g6nero

c?TlospartidoresLAC,noasidelosgenerossfrepfococousyLactococcus.

Las bandas obtenidas de TTGE con los partidores HDA (que amplifican la zona

del  ADNr  16S  de  eubacterias,  posiciones  339  a  539  de  E.  co/i.  (Tannock  y  col,

1999))  resultaron en  secuencias  cortas  (100.bases)  en  donde  los generos  presentes

poseran  altas  similitudes  entre  si,  es  decir,  secuencias  bastante  conservadas  con

pocos sitios  variables que  permitiesen  una distinci6n  por debajo  del  nivel  de genero.
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Una  manera  de  djstinguir  hasta  especie  es  utilizar,  posteriormente  a  los  partid`ores

HDA, partidores especie-especificos como lo hizo Walter y col (2000).

Con   los   partidores  lAC   (que  amplifican   la  zona  V3-V4  del  ADNr  16S  de

bacterias lacticas,  364 a 707 de E.  co//. (Walter y col,  2001)) se obtuvieron secuencias

de  200  a  250  bases  que  permitieron  distinguir generos  bacterianos.  Para  resolver a

nivel  de  especie  y  cepa  otras  zonas  del  ADNr  16S  u  otros  genes  debiesen  ser

amplificados.

La  presencia  de  bandas  con  igual  movilidad  electrofor6tica  en  el  lTGE  no

asegura que dichas  bandas tengan  la  misma secuencia.  Esta  limitaci6n  no  impide el

iiso de la tecnica en la caracterfzaci6n de comunidades  microbianas pero si limita las

conclusiones que se pueden  obtener de  la  metodologia  por si  sola.  La  escisi6n  y la

secuenciaci6n  de  las  bandas  con  igual  movilidad  electrofofetica son  necesarias  para

confimar si son identicas. Entonces, si las comunidades analizadas muestran distintos

perfiles de migraci6n sin lugar a dudas se trata de dos comunidades distintas, pero si el

perfil es similar esto puede deberse o no a dos comunidades similares y por lo tanto,

mss analisis es requerido.

6. Relevancia de este trabajo:

La descripci6n de la microbiota lactica de los quesos artesanales de cabra de la

lv Regi6n de Chile es un aporte valioso al conocimiento de la microbiota lactica nativa,

la cual otorga las cualidades organolepticas que caracterizan a estos quescs y permite

dife,renciarlos  de otros  quesos  de  cabra  de  otras  regiones  a  paises.  Es{a  etapa  de

analisis  molecular es  t]til  porque facili{a  y dirige  los  esfuerzos  destinados  a  ais!ar los

coffipcr,entes de esta  microbicta.  Esto  porque  permite  establecer una  estrategia  de

aislamiento selectivo de  poblaciones  bacterianas y pemite  iden{ificar anc!ecii!ariiier,te
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aquellas   dominantes   para   proceder   luego   a   su   selecci6n   en   funci6n   de   sus

propiedades tecnol6gicas.  Esto permitira elaborar fermentos utilizables a nivel nacional

y  mejorar  la  inocuidad  de  estos  qLiesos  conservando  o  mejorando  sus  cualidades

organol6pticas.
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CONCLUSION

Los resultados obtenidos mediante el uso de metodos moleculares basados en

la  amplificaci6n  del  ADNr  16S,  TTGE  y  secuenciaci6n  muestran  que  la  microbiota

lactica dominante de  los quesos  artesanales de  cabra  de  la  lv  Regi6n de  Chile  esta

corifrormada par  Lactobacillus.  Lactococcus.  Streptococcus,  Leuconostoc y  Weissella.

La  presencia  de  lA/e/.sse#a en  algunas  muestras de cordillera hace  la  diferencia entre

quesos de diferente origen geogfafico.  No se observaron  cambios  significativos  de  la

composici6n de la microbiota lactica segdn el tiempo de maduraci6n,  Estos resultados

pueden  deberse  a  que  los  cambios  de  la  microbiota  pueden  encontrarse  a  nivel  de

especie o cepa bacteriana, los cuales son revelados en algunas de estas muestras por

la presencia de heterodupletes.

PCR-lTGE-secuenciaci6n   es   una   estrategia   dtil,   fapida   y   confiable   para

caracterizar la comunidad bacten-ana que habita el queso artesanal de cabra.
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