Sistemas bacterianos y sus aplicaciones

¢,como estudiarlos?

Sistemas bacterianos y sus aplicaciones

Objetivo

Entregar las bases y aplicaciones practicas de las herramientas
biotecnolégicas en diversos sistemas.
Enfasis: estudio de comunidades bacterianas a través de métodos cultivo
independientes.

Competencias

« Capacidad de aplicar los conocimientos adquiridos para el disefio de
estrategias para la construccién de nuevas herramientas biotecnoldgicas de
aplicacion en bioprocesos.
Capacidad para abordar problemas desde la base que otorga el
conocimiento de un sistema
Desarrollo de la percepcion de las oportunidades que pueden derivarse de
la aplicacion de nuevas estrategias biotecnoldgicas.
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Sistemas bacterianos y sus aplicaciones

Capitulos

» Generalidades — conceptos relacionados con la aproximacion
metodoldgica.

Microorganismos en sistemas naturales-ciclos elementos C, N, P, S.
— Importancia a nivel global

Sistemas Microbianos asociados a hospederos-animales
— Humanos, rumen, peces herbivoros- ejemplo salmén

Sistemas Microbianos en alimentos y produccién
— Quesos, vinos-vinagres, biolixiviacion




Sistemas bacterianos y sus aplicaciones

En los sistemas microbianos o bacterianos existen interacciones cooperativas
y competitiva:

Por lo tanto el estudio de cémo es el comportamiento de un miembro, no tiene
mucho sentido, sin estudiar las capacidades de los demas componentes.

probable que los consorcios microbianos:
-Resultan de una optimizacion no alcanzada en solitario

-Presentan un grado de plasticidad importante para responder a las
perturbaciones ambientales

Herramientas actuales (genémica, expresion génica) usadas en el contexto
ambiental nos pueden ayudar a determinar cémo los distintos roles
(funciones) estan distribuidos dentro de los diferentes miembros de las
poblaciones o comunidades.

Esto nos puede ayudar a entender cémo un individuo funciona como un
miembro de la comunidad.

- —

Sistemas Microbianos:
Identificar componentes-limitaciones de estudio

MICROBICLOGICAL REVIEWS, Mar, 1995, p. 141168 Val. 53, Mo, 1
146408 .00
Copyrght © 1995, American Society for Micrakislegy

Phylogenetic Identification and In Situ Detection of Individual
Microbial Cells without Cultivation

RUDOLF L AMANN,* WOLFGANG LUDWIG, a0 KARL-HEINZ SCHLEIFER
Lebestabl fir Mikrobialoge, Technische Usiversivte Mimchen, D-S5290 Munich, Germaey
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Sistemas bacterianos: Filogenia por 16S y variabilidad en Genomas

Bacillus subtils

Unknown Bacillus species

Bacitlus cerous.
Bacillus megaterium
Unknown “low GC gram-positive”
Clostridium histolyticurm
Unknown Clostridium specles a
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Diferencias en Secuencias en
Genomas Microbianos del mismo género

Comgariag Chimy, Human CHA

Bacterial Chromosomes

98% idénticos

1mesn




APROXIMACION
METODOLOGICA

Microscopia
de fluorescencia

Cultivo) | Recuento
cultivables

Muestra
Ambiental,
Alimento, heces

Extraccién de _ DGGE/TTGE
ADN total T

DNA amplification (PCR)

DNA sequence %GC

components of microbiota

Dinamica de poblaciones dentro de la comunidad

A
FETAT TR T T




Somree Funcran

b i R e —

H0h onpamms |~
compotds, €1, S o el material nd o8l w1
o electonn screps e sevabe: g

NHy, MOy o5 Copmiment of s sesth, mcle: hesds muclestide
compousds. N, and coenrvmes

HD, crpamse
compousds, M,
smonpasac phowpbats,  Comtimemt of puche: acsds, mucleotides,

#0,) phinphedipads, LPS. teschine beds

50, M5 5. orpame Commiment of cywesse, ssetinoesse, ghsbicee
welfir compounds. weveral cormryaes

Mam eelfla morgarac catiom and cofscter for erviam

Inorgarse erlluilar caben, cofiacaoe for e

Main cousirernt of orpasic compounds and cel warer

Potansreen waley

Magmruz
Iocopamet cellulis catiem, cofacsor for eovtass enmymes
[P pm——p—

Componrut of cyroctrome and ceveen sochemr oo
roteun ands S wore ey mans reachions

Calereen salts

e alts

Ciclo del carbono Produccién primaria

CO, es captado por las células y
convertido en material organico
(CH,0)

Procesos de fotosintesis por algas y
bacterias

La superficie del océano puede
mantener poblaciones de 10°
bacteria y 108 virus por mL,

50% del carbono fijado en la Tierra,

base de la cadena alimentaria en los
océanos.

los microorganismos son la principal biomasa
del océano, (102 células)
Se distribuyen en forma diferente, de acuerdo a
sus adaptaciones




Ciclos: Importancia Global
Sulfur Cycle

’
Acid priciphstion

Repasar Ciclos Ny P
Bioreactores-depuradores]

Diferentes microorganismos ocupan un rol central en este ciclo.
Amplia diversidad metabdlica permite a diferentes microorganismos transformar el
estado redox del S.

Sistemas internos-Bioreactores
Asociaciones benéficas con animales

Glycan Foraging in Vivo
by an Intestine-Adapted
Bacterial Symbiont
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Benjanin P
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The gut microbiota as an environmental factor that
regulates fat storage
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>Nuestro tracto digestivo es ENORME
—es largo 12m y si lo estiramos y aplanamos podremos
cubrir una cancha de futbol (3000m2).

>Es el hogar para 1013 de microorganismos;
10 veces mas células microbianas que células
somaticas en un humano adulto.

>Es continuamente enfrentado a grandes volimenes
de comida, quimicos nocivos y potenciales patdgenos.

»>Extrae esenciales nutrientes.

> Participa en la defensa (inmunidad)

BIOREACTOR NATURAL

IMicobial Melting Pot
Our gut flora s as individual as our personalities and contains a
diverse ensemble of representatives from all three branches of life
on Earth. There are at least 800 species of bacteria, most of which e
are completely mysterious, This means that the genome buried 7 iy
inside of our gut—the "microbiome"—may harbor 100 times more
\ Jggnesﬂlan our own genome, and it endows us with traits that,
thankfully, we have not had to evolve on our own.

ents a fegl of environmental engineering; an anoxic
ch our symbionts release nutrients from inaccessi-
ble foodstufs for enerqy homeostasis. They also deal with toxins,
keep pathogens atbay, contribute to epithelial homeostasis, and
help to protect against injury. see souihed et page 1515
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A total of 301 out of 8625 predicted genes are found in this metabolic network.




Asociaciones benéficas con animales

Rumiantes tienen un compartimento del
tracto digestivo (rumen), en el cual
habitan millones de
microorganismos, con la capacidad
de degradar la celulosa de las
paredes vegetales.

Existen bacteria, hongos y protozoos
los que dan nutrientes que la vaca
puede digerir.

Son esenciales para el desarrollo normal
del animal.

Rumen temperatura rango 38 — 42°C

pH rango 5.8-6.4.

Omasum
Abomasum

Imagenes de los
Microorganismos en rumen
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Elrol de m organismos en la digestiéon en peces herbivoros

Contribucién de microbios intestinales y sus enzimas en la digestion de algas.

La fermentacion microbiana se ha detectado por uso de anélisis de acidos grasos de cadena corta
(SCFA) en los intestinos de peces herbivoros.

SCFAs son productos de la fermentacién microbiana y se piensa que contribuyen a la nutricion

Tracto digestivo de Peces herbivoros

oligosacaridos (rafinosa, estaquiosa) > alfa galactosidasa
polisacaridos (celulosa, pectina, almidon) amilasa, complejos enzimati
Fitatos fitasa

Inhibidor de proteasa > proteasa

Fe v lipasa adicional

pe

¢

y o

Lupino

Almidon 15

Azicares libres:

Glucosa y Galactosa: 35g/Kg DM c/u

Manosa 8g/Kg

Celulosa, hemicellulosa y pectinas: 400g/Kg (soya ~20C
Lignina 12

Lrhamnose, L-arabinose, D-galactose y

galacturonic acid

Sustentable!

Estrategis

F. antinutricionale: bajo rendimeinto

Vegetales “tratados-digeridos” biotecnolégicamente
(fermentados)

Eliminacién de F. antinutricionales, Incorporacion de

vitaminas y proteina microbiana

Suplemento de
Bacterias activas
Probiéticos




50% de la clase - break

Sistemas Microbianos
en alimentos y produccion

Quesos: identificacion de componentes
bacterianoes invelucrados en quesos de
diferentes regiones

Vines-vinagres: dinamicalde poblaciones
aislamiento para starters

Biolixiviacions

participantes; ejemploside aislamiento

Alimentos

A variety of
fermented foods
and beverages
are produced by
microbes. The
purpose of
fermentation is
to both flavor
and preserve the
foods.

PROCESO de ELABORACION del QUESO

* Alimento fermentado mundialmente consumido

« Existen mas de 1.000 tipos de quesos artesanales en el mundo
cotizados por las cualidades organolépticas que los caracterizan

« Se diferencian por el origen de la leche utilizada y por su textura

 El protocolo de elaboracién es similar:
Acidificacion Coagulacion

Deshidratacion Moldeo

o Desarrollo de la microbiota lactica y de las
—_— Maduracién: . e Y
cualidades organolépticas del queso




ACIDIFICACION y COAGULACION de la leche

Leche Queso

FERMENTACION

Bacterias lacticas

Lactosa —*  Ac. lactico
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BACTERIAS LACTICAS

Aerococcus

Carnobacterium « Aisladas alimentos fermentados y

tracto intestinal
*bacterias gram-positivas

« bacilos o cocos que forman pares,
tétradas o cadenas

Enterococcus

« producen principalmente acido
lactico como producto de la
fermentacion de carbohidratos

N
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Lactococcus

Oenococcus

Tetragenococcus

Weissella

Streptococcus

CUALIDADES ORGANOLEPTICAS producto del
METABOLISMO bacteriano
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La microbiota NATIVA coloniza naturalmente la
leche y esta asociada a las condiciones de
produccion

« Zona geografica (Buchin y col, 1999)
« Estacion del afio (Caridi y col, 2003)

« Temperatura de maduracion (Kiantschitsch y col, 2000)

%

MICROBIOTA LACTICA
CUALIDADES ORGANOLEPTICAS del queso

« Practicas higiénicas

OBJETIVOS ESPECIFICOS

I Identificar la microbiota lactica T
dominante

II Caracterizar la microbiota lactica segun
zona geografica de produccion

l—. valle y cordillera | para evaluar posibles diferencias de la
microbiota lactica

III Caracterizar la microbiota lactica segun
tiempo de maduracion

L

Leche, quesos con 15 (Q15) y 30 (Q30) dias de
maduracion

para evaluar la dinémica

IDENTIFICACION de la microbiota dominante
utilizando partidores dirigidos a eubacterias y a
bacterias lacticas

HDA1 V3 del ADNr 168 (339-539 E.coli)

V3-V4 del ADNr 16S (364-707 E.coli)

Extraccion del ADN
total mediante ||
con Bead Beater

Amplificacién del ADN

bacteriano por PCR con

partidores universales
(HDA) y partidores
dirigidos a bacterias

lacticas (LAC)
ki




TTGE

electroforesis en gradiente temporal de temperatura

muestra

1 2 3 4 5

%GC

separa los amplicones por %GC

Identificacion genotipica mediante
SECUENCIACION del ADNr 16S

« todas las bandas fueron escindidas
y eluidas de cada porcién de gel

I | » « se re-amplificaron en sextuplicado
L R E - : y
n con los partidores correspondientes

1] B « se cuantificé la cantidad de ADN
re-amplificado

4 . .
¥ « se secuenciaron 2 o mas bandas

con igual movilidad electroforética

« se analizaron y editaron las
secuencias

« se buscaron las correspondencias
en el RDPII
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RESULTADOS

I Identificacion de la microbiota lactica dominante

-




Microbiota lactica DOMINANTE identificada en los
quesos con HDA y LAC

Weissella

n
il

I

:

I
g -
I

H

Lactobacillus

Streptococcus

3
4
B
4

T T

Lactococcus

LAC

Lactobacillus Todos descritos en

i - e ¢
SeEdd .
E B =
2 ] | quesos de cabra,
L] "
s Weissella con excepciéon de
- — Weissella

Leuconostoc

Microbiota lactica DOMINANTE identificada en los
quesos con HDA y LAC

*no ha sido reportado

— N
previamente en quesos de

B e - cabra

Lactobacillus

« descrita en leche de cabra
(Badis y col, 2004) y en forraje
fermentado (Bjorkroth y col, 2002)
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Streptococcus

Tl L

Lactococcus

i ) | LAC
ﬂ B 8§ B £
a - 5 d & i ’ - Lactobacillus
-4 24
g | ; R= Weissella
[l L . Leuconostoc
RESULTADOS

1I Caracterizacién de la microbiota lactica segiin zona
geografica de produccidn

valle cordillera




Microbiota Lactica segin ZONA GEOGRAFICA

La microbiota lactica no presentd

0% diferencias significativas entre zonas
zg‘:’ geograficas observables mediante
o PCR-TTGE
0%
fg‘z « Lactococcus es el género mas
o frecuente

Lacbbacilus  Streptococeus  Lactococcus Weissella

« La frecuencia de los demas géneros

9 vl lora es similar

o LAC « La gran diferencia entres ambas
0% zonas es la presencia de Weissella
o solo en cordillera.
30%
20%
10%
0%

Lacbobacilus Leuconostos Weissella

B alle mcordillera
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Seleccioén de levaduras
ITS, RFLP mitDNA

Levaduras genéticamente modificadas y self cloned yeast

Superproduccién de glicerina

La glicerina aporta suavidad, redondez y cuerpo al vino. La produccién de este producto secundario
de Ia fermentacion alcohdlica estd intimamente ligada a la actividad de la glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa, codificada por el gen GPD1.

Grossmann et al. (2001) han demostrado que la sobreexpresion de este gen implica un aumento en
Ia produccién de glicerina, que puede alcanzar los 20 g/l en el vino, aunque alguna anomalia
sensorial también aparece como consecuencia de la elevacion de acetaldehido y acetato de etilo.

Actividades enzimaticas

Laing y Preotrius (1993) constituyeron cepas de S. cerevisiae capaces de hidrolizar eficientemente
las pectinas del mosto. El resultado se obtuvo mediante coexpresion del gen pectatoliasa (pelE) de
Erwinia drysanthemiy del gen poligalacturonidasa (peh 1) de Erwinia carotovora.

Actividad malolactica

Durante la fermentacion maloléctica, se rebaja la acidez de los vinos al descarboxilar el 4cido L-
malico a cido L-lactico. Esta reaccion esta catalizada por la enzima malolctica que ha sido
purificada de varias bacterias l4cticas. Los genes correspondientes han sido clonados de aislados
del i, L lactis y O oenii. Las cepas de S. cerevisiae no
pueden metabolizar el malato del mosto, por lo que se ha trabajado mucho para expresar el gen que
codifica la enzima malica en la levadura vinica.

Posteriormente se construy6 una levadura S. cerevisiae recombinante que porta un gen de la
levadura Schizosaccharomyces pombe que codifica una malato permeasa y el gen de L. lactis que
codifica la enzima ica. Segun algunos investi esta levadura es capaz de fermentar
4,5 g/l de malato en mostos artificiales en tan sélo cuatro dias (Querol et al., 1996).




Proceso de transformacion del mosto de uva

Mosto | . Vino

Levaduras
(5accharomyces cere w;s'/kze)
Bacterias Ldcticas

(Oenococcus oen))
Bacterias acéticas
(Gluconobacter oxydans)

Bacterias Acéticas
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Distribucién de especies de AAB durante la Fermentacidn alcohélica
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Utilizacién dirigida de las capacidades bacterianas

Aislamiento de bacterias para uso productivo
Caracterizacién molecular que permite analizar desempefio y proteccién

A

Aislamiento en Cfg(s)en;vcncmn
medio liquido VDS N

I
Recogida de / ,"‘
muestra E/
\\ Identificacién
16 s
ERICs

Aislamiento en placa

\ VDS J/




Ampliacién de
un fragmento
del gen

ribosomal 16S

Métodos moleculares:
especie

Ll —{ Towe] =]}
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Amplicones
(~1450 pb)

Amplicones
(~1450 pb)

Métodos moleculares:
especie

Patrones de restriccion con Tagql de los amplicons del 16S rDNA

A. pasteurianus

Seguimiento cultivo independiente de comunidad en el vinagre
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Chile: pais minero, participacion de sistemas microbianos
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Comunidades en biolixiviacion- Uso ITS

—ovates] F— Tonams] | Tss1}-

Mineral en diversos medios

. ] o w 2 T 3a
Cepas de coleccion vs mineral DR R TS Y
-
- F |
= .
3 5
Gew & Teo
W O - Jd®n
- k i
- —-—
- = =
L - - )
L] - - -
Tamzg - e o
- - - B
- -
- &

Selecciéon de microorganismos en biolixiviacion
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Sistemas bacterianos y sus aplicaciones

1.- Generalidades — métodos indep-cultivo permiten identificar m.o.
presentes en la naturaleza y en sistemas de produccion.

2.- Los ciclos de los elementos C, N, P, S, tienen importancia global y
las comunidades microbianas poseen un rol fundamental en ellos.
llustrativo para los balances de masas y conceptualizacion de los
bioreactores sustratos, productos-interacciones.

3.- Las poblaciones microbianas pueden ser esenciales para hospederos
animales.
Podemos usar sus actividades para beneficio del hospedero (leche, carne)

4.- Las metodologias cultivo independiente pueden aplicarse para
analizar el comportamiento de las poblaciones naturales o de bacterias
introducidas en un sistema de alimentos y produccién.

También son Utiles para dirigir aislamientos de cepas de interés.
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