44:24

Actualidad é@@%

Diversidad y estructura
de una comunidad microbiana

Silvia G. Acinas

Departamento de Biologia Marina y Oceanografia.
Instituto de Ciencias del Mar, CMIMA-CSIC, Barcelona
sacinas@cmima.csic.es

El resurgir de la Ecologia Microbiana

stamos viviendo un momento privilegiado para

la Ecologia Microbiana, ya que gracias a la
integracién de multiples técnicas procedentes de
diversas disciplinas cientificas (desde la Biologia
Molecular hasta la Genémica y la Bioinformatica),
parece resurgir de entre sus cenizas como el ave
fénix.

Hoy en dia, el estudio de la diversidad micro-
biana se ha convertido en una de las lineas de
investigacion mas relevantes en el area de la
Ecologia Microbiana, no sé6lo por su papel en el
conocimiento de la funcion, estructura y evolucion
de las poblaciones que componen una comunidad
microbiana, sino como una fuente importante de
investigacion médica y biotecnologica. Durante los
ultimos cinco anos, ha sido factible la inclusion de
técnicas de metagenomica a gran escala basadas
en el analisis de fragmentos de genomas de micro-
organismos de ambientes naturales, o el uso de
metodologias alternativas de secuenciacion como
la pirosecuenciacién (pyrosequencing) (tecnologia
454 de Roche) para el estudio de la diversidad en
comunidades microbianas naturales. Cientificos
como O. Beja, E. F. DeLong o J. C. Venter fueron
pioneros en el uso de distintas técnicas metageno-
micas para el estudio de comunidades microbia-
nas marinas. Fue Craig Venter en el aio 2004
mediante la técnica metagenémica whole-genome
shotgun sequencing (WGS) basada en la secuen-
ciacion al azar de los genomas de una comunidad
microbiana, quien hizo posible la secuenciacion de
mas de un milléon de genes partir de una muestra
del bacterioplancton del Mar de los Sargazos
detectando mas de 1800 especies o filotipos
(secuencias distintas del gen 16S rRNA) (Venter et
al, 2004). Posteriormente, el proyecto Global
Ocean Sampling liderado también por Venter ha
llevado a cabo la secuenciacion masiva de 7,7
millones de genes de genomas bacterianos proce-
dente de 41 muestras de diversos ambientes acua-
ticos a través de 8000 kilometros de distancia
(Rusch et al, 2007). Dicha metodologia ha permi-
tido la identificacién de mas de un millén de nue-
vos ORFs (Open Reading Frames), muchos de ellos
con la posibilidad de codificar nuevas enzimas.

Recientemente, también se ha utilizando la tecno-
logia de pirosecuenciacién para explorar la estruc-
tura de una comunidad microbiana marina en
profundidad (Sogin et al, 2006) y se han podido
secuenciar mas de 900000 tags (pequetios frag-
mentos de alrededor de 100 bp de los genes 16S
rRNA) de dos comunidades microbianas bentoni-
cas cercanas a una fisura volcanica que se
encuentra a mas de 1500 m de profundidad
(Huber et al, 2007).

A pesar del gran avance en distintos aspectos
de la Ecologia Microbiana, todavia quedan multi-
tud de incognitas por resolver que haran de esta
disciplina una de las mas fascinantes de la
Microbiologia. Aprovechando la oportunidad que
se me ofrece aqui, detallaré algunos acontecimien-
tos que durante cinco anos de estancia postdocto-
ral en el laboratorio del Dr. Martin F. Polz en
Massachusetts Institute of Technology (MIT) de
Boston (entre 2001 y 2006), fueron vitales para
intentar responder algunas incognitas sobre la
diversidad y estructura de comunidades microbia-
nas en ambientes naturales.

¢Es real toda la diversidad microbiana que
observamos?
Para poder responder a esta pregunta, primero
es necesario recordar cémo se determina la
diversidad microbiana en una muestra ambiental.
Alla por el anno 2001, cuando todavia Craig Venter
no surcaba el mar de los Sargazos en busca de un
millébn de genes y no disponiamos del “shotgun
technology” para tal fin, ni tampoco teniamos
acceso a la revolucionaria tecnologia de pirose-
cuenciacion, ¢como se determinaba la diversidad
microbiana con técnicas moleculares? En la actua-
lidad, el acceso a dichas tecnologias es restringido
y por lo tanto la mayoria de los laboratorios toda-
via utilizan la misma estrategia para determinar la
diversidad microbiana.

Dicha estrategia se basa en la amplificacién por
PCR de determinados marcadores moleculares
como el gen 16S rRNA, a partir del DNA extraido
directamente de los microorganismos presentes en
una comunidad microbiana. Posteriormente, se
genera una genoteca y se secuencia un numero
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determinado de clones para su analisis.
Obviamente, cuantos mas clones se secuencian
mas probabilidades se tiene de recuperar secuen-
cias representativas de los microorganismos exis-
tentes (Figura 1). Una de las maneras de analizar
el “esfuerzo de muestreo” y por tanto saber si el
numero de secuencias obtenidas representan una
fraccion significativa o no de una muestra natural,
es por medio de analisis estadisticos como las cur-
vas de rarefaccion (el significado original de rare-
faction en inglés es la reduccién de la densidad de
una sustancia y ese significado tiene también en
espanol). Los analisis de rarefaccién permiten: (i)
comparar la diversidad entre diferentes muestras
que difieren en tamano, entendiendo por tamafo
el nimero de clones secuenciados y (ii) extrapolar
la diversidad calculando el nimero hipotético de
especies presente en una muestra natural a través
de estimadores de riqueza como Chao-1 (no para-
métrico). En estos analisis, el eje de abscisas (X)
viene representado por el nimero de clones anali-
zados, y el eje de ordenadas (Y) por el numero de
secuencias distintas del gen analizado, en nuestro
caso del gen ribosémico 16S rRNA [también se
puede expresar como numero de filotipos, OTUs
(operational taxonomic units) o ribotipos pues no
existe un consenso de nomenclatura al respecto]
proporcionando asi una idea de la diversidad exis-
tente.

Desafortunadamente, un patrén comun que se
detecta en muchos de los estudios de diversidad
microbiana que utilizan esta estrategia es que el
numero de clones que se requiere es casi “infinito”
pues se observa una correlacion lineal entre el
numero de clones analizados y el niumero de OTUs

Figura 1. Esquema que representa las
distintas etapas necesarias para esti-
mar la diversidad de una comunidad
microbiana a través de genotecas
ambientales y los problemas asociados
a las mismas que influyen en la esti-
macién de la diversidad microbiana.
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Figura 2. Disefio de dos genotecas del
16S rRNA (control y modificada) a par-
tir de una misma comunidad micro-
biana marina utilizando distintos pro-
tocolos de amplificaciéon de la PCR. En
la genoteca "control" se utilizé un pro-
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observados (Figura 1y 2). ¢Por qué? ¢Es realmen-
te la diversidad microbiana tan elevada que no
podemos estimarla con las técnicas actuales?
Existen multiples factores que afectan a la esti-
macion de la diversidad microbiana y que hay que
tener en cuenta como: (i) la contribucién de
secuencias generadas por artefactos de la PCR (ii)
el muestreo insuficiente de comunidades micro-
bianas de ambientes naturales y (iii) las multiples
copias del gen ribosémico presentes en los geno-
mas bacterianos. Indagar estas cuestiones era
crucial para poder realizar estimaciones realistas
sobre la diversidad microbiana y para analizar en
detalle la estructura de una comunidad microbia-
na.

Tuve la suerte durante mi estancia en EEUU en
el laboratorio de Dr. Polz de estar en el sitio ade-
cuado en el momento idéneo, con elevados recur-
sos, si, pero mas importante, con muchas ganas
de meternos en un buen “berenjenal” que requeria
muchas ganas, esfuerzo, tiempo y, por supuesto,
dinero. La estrategia fue disenar dos genotecas del
16S rRNA de elevado tamano (1000 clones cada
una) de una misma muestra ambiental (Figura 2)
para (i) estimar cuantos genomas bacterianos
(especies) coexisten en una misma comunidad
microbiana (diversidad) y (ii) analizar en detalle
cual era la organizacién a nivel filogenético de
dichos genomas (estructura). Nuestro proyecto fue
pionero en su momento (hablamos de fechas ante-
riores a 2004) por varios motivos:

(i) Supuso el mayor esfuerzo de muestreo
realizado hasta ese momento con la secuencia-
cion de unos 2000 clones de un mismo gen y de
una misma muestra ambiental.

ciclos y otros protocolos especificos
para minimizar la formacién y contri-
bucién de secuencias artefactos gene-
rados durante el transcurso de la PCR.
El objetivo era poder comparar ambas
genotecas para (i) estimar la contribu-
cion dichos artefactos en la estimacién
de la diversidad microbiana y (ii) anali-
zar en detalle la estructura de una
comunidad microbiana. De cada geno-
teca (control y modificada) se secuen-
ciaron y analizaron alrededor de 1000
clones.

(ii) Utilizamos diferentes métodos para mini-
mizar y cuantificar la contribuciéon de los arte-
factos en las estimaciones de la diversidad
microbiana.

(iij) Determinamos la proporcién de diversi-
dad que era debida a multiples copias del gen
ribosémico.

Este trabajo permitié por primera vez explorar
en detalle la diversidad y estructura de una comu-
nidad microbiana y esa aportacién al campo fue
reconocida con la publicaciéon de un articulo en la
revista Nature en julio de 2004 (Acinas et al,
2004b).

Efecto de las secuencias artefacto de la PCR
en la estimacion de la diversidad microbiana.

Hoy en dia existen mas de 451545 secuencias
del gen 16S rRNA depositadas en la base de datos
del Ribosomal Database Project I
(http:/ /rdp.cme.msu.edu/) actualizada a fecha de
8 de noviembre de 2007. A pesar del constante
incremento en el nimero de secuencias deposita-
das, todavia es una incégnita cuantas de ellas
representan secuencias erréneas debido a los dife-
rentes artefactos generados durante la PCR.
Existen tres tipos de artefactos que se pueden
generar durante el transcurso de la PCR:

(a) la_formaciéon de gquimeras: representan
productos de PCR incompletos que pueden
hibridar como oligonucleétidos (primers) en
secuencias heterdlogas,

(b) la_formaciéon de moléculas heteroduplex:
se suelen producir en los ultimos ciclos de la
PCR cuando puede llegar a existir una limita-
cion en la concentracion de oligonucleétidos en
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la reaccion de amplificacién. En estos casos, se
puede producir una hibridaciéon cruzada entre
secuencias heterologas formando moléculas
heteroduplex,

(c) errores por la polimerasa Tag: introduc-
cion de una base erronea, oscilando la tasa de
error entre 10-4-10-5 dependiendo de la enzima
que se utilice.

En funcién de estas premisas cabria pregun-
tarse: cestamos sobreestimando la diversidad
microbiana debido a estos artefactos de la PCR? o
¢Hasta qué nivel estos artefactos perturban la
estructura de una comunidad microbiana?

Aunque existen multiples estudios de laborato-
rio que han analizado la contribucién de los arte-
factos de la PCR sobre una poblacion mixta de
DNA (4 6 5 diferentes tipos de DNA), todavia no
existia ninguno que intentara trasladar esta pro-
blematica a una comunidad microbiana de una
muestra natural con la existencia de cientos o
miles de tipos diferentes de DNA. Para resolver
estas preguntas, disenamos dos genotecas del 16S
rRNA de una misma muestra ambiental utilizando
dos estrategias diferentes (Figura 2): la primera
genoteca que llamamos “control’” se disené utili-
zando un protocolo estandar de amplificacion (35
ciclos) utilizado en la mayoria de los laboratorios,
mientras la segunda, la genoteca “modificada” se
llevo a cabo utilizando protocolos especiales para
minimizar la contribucion de dichos artefactos de
la PCR. Asi, por ejemplo, se utilizaron sélo 15
ciclos de amplificacién para minimizar la forma-
cion de quimeras y moléculas heteroduplex.
Seguidamente, se realiz6 un protocolo extra lla-
mado PCR reconditioning, el cual consistia en 3 6
4 ciclos de amplificacion anadiendo oligonucleoti-
dos y polimerasa Taq polimerasa fresca. Con este
protocolo se ha comprobado que la formaciéon de
moléculas heteroduplex en un modelo de labora-
torio se reduce hasta un nivel casi indetectable
(1%) (Thompson et al, 2002). Finalmente detecta-
mos y corregimos posibles errores producidos por
la polimerasa Taq. En los articulos que publica-
mos al respecto (Acinas et al, 2004b; Acinas et al,
2005) se pueden ver los protocolos mas detallados
de esta estrategia e incluyen, ademas, recomenda-
ciones para generar genotecas minimizando la
contribucion de los artefactos durante la PCR
(Acinas et al, 2005).

De la comparacion de ambas genotecas se
pudo concluir que utilizando el protocolo estandar
con 35 ciclos de amplificaciéon estabamos sobrees-
timando la diversidad presente. Esto fue evidente
al comparar las dos genotecas ya que el nimero
de:

(i) Secuencias quiméricas detectadas con

diferentes herramientas bioinformaticas tenia

una incidencia de un 13% en la genoteca con-
trol, mientras que en la genoteca modificada
esa cifra disminuy6 al 3%, es decir, 4 veces
menos (Acinas et al, 2005),

ii) Secuencias distintas del gen 16S rRNA
observadas (OTUs, filotipos o ribotipos) dismi-
nuy6 significativamente, pasando de un 76%
en el control a un 48% en la genoteca modifi-
cada. Igualmente el nimero de especies esti-
madas por Chao-1 en la genoteca control fue el
doble pasando de 3381 a 1633 en la genoteca
modificada (Figura 3A).

Estos resultados demostraron que es impres-
cindible tomar precauciones a la hora de generar
genotecas si el objetivo es realizar estudios de
diversidad y analizar la estructura de una comu-
nidad microbiana, ya que de otra manera estare-
mos generando un numero significativo de
secuencias erroneas debido a los artefactos de la
PCR.
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Figura 3. A. Analisis de rarefaccion comparando la
genoteca control y modificada a distintos niveles de
similitud, en donde se observa el niumero de especies
estimadas por Chao-1 y el nimero de OTUs observados
en ambas genotecas. B. Grafica que ilustra el numero
de OTUs observado en la genoteca modificada a distin-
tos grupos de similitud (desde 100% al 75%). Mas de la
mitad de lo OTUs se concentran en grupos de 99% de
similitud (grupos de microdiversidad) revelando que la
fraccion predominante de diversidad es microdiversi-
dad en esta comunidad microbiana.
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Muestreo insuficiente de comunidades
microbianas

Hasta la publicaciéon de Venter en abril de
2004, y nuestro articulo de julio de 2004, el estu-
dio de la diversidad microbiana se basaba en el
analisis de un nimero muy limitado de clones a
partir de genotecas ambientales. En esta fase es
en donde se observa los diferentes niveles de
financiacion de cada laboratorio pues no es lo
mismo secuenciar 100 clones que 1000, y, por
supuesto, las respuestas que obtienes tampoco
son las mismas. Curiosamente, a pesar del desco-
munal potencial de secuenciacién de Venter en el
ano 2004 con la secuenciaciéon de 1,66 millones
de carreras (secuenciaciéon parcial de genes de
aproximadamente 800 bp de longitud), sélo pudo
identificar 1400 genes del 16S rRNA, similar en
numero a las 1067 secuencias de nuestra genote-
ca modificada. Sélo en el reciente estudio de
Rusch (Rusch et al, 2007) con la secuenciacion de
7,7 millones de carreras, se ha incrementado el
numero de genes ribosémicos a 4125. Sin embar-
go, utilizando la pirosecuenciacion se pueden
detectar hasta 900000 tags del gen 16S rRNA
representativas de una comunidad bacteriana

(Huber et al, 2007).

Multiples copias del gen ribosémico en
genomas bacterianos.

Otra de las preguntas clave para estimar la
diversidad de una comunidad microbiana utili-
zando el gen ribosémico era: ¢ Qué proporcién de la
diversidad que observamos es debido a la existen-
cia de multiples copias del gen 16S rRNA en geno-
mas bacterianos? Nuestro estudio también abarcéd
esta cuestion mediante el analisis del niumero de
genes paralogos del 16S rRNA presentes en los
genomas bacterianos disponibles en las bases de
datos. Entonces, sélo existian 97 genomas bacte-
rianos y se detect6é un total de 242 copias del gen
16S rRNA, lo cual nos proporcionaba un valor de
una sobreestimacién de 2,5 veces (242/97)
(Acinas et al, 2004a). Una comparacion alternati-
va fue realizada a partir de los datos del metage-
noma del Mar de los Sargazos en la que se com-
paré el nimero de genes ribosémicos (1400) con el
numero de genes recA de copia Ginica en los geno-
mas bacterianos (600), obteniendo una estimaciéon
casi idéntica a la nuestra (2,3). Otros genes alter-
nativos que se utilizan como marcadores molecu-
lares son aquellos de los que se sabe que tienen
s6lo una copia en los genomas bacterianos y que
se encuentran conservados evolutivamente. Un
ejemplo son los genes funcionales recA (recombi-
nasa A), rpoB (subunidad B de la RNA polimerasa)
o el gen gyrB (subunidad B de la DNA girasa)

aunque su uso aun es limitado debido a que el
numero de secuencias depositadas es todavia muy
inferior al de los genes ribosémicos y por tanto su
valor filogenético restringido.

¢cCuantos genomas bacterianos (“especies”)
coexisten en una misma comunidad
microbiana?

Como he comentado anteriormente, el esfuerzo
de Venter en el afio 2004 y el nuestro con respec-
to al numero de genes identificados del 16S rRNA
fue bastante similar (1400 vs. 1067). A pesar de
utilizar distintas estrategias (metagenoma vs.
genoteca), nuestros resultados en cuestién a la
diversidad estimada de una comunidad microbia-
na son comparables. Asi, en el metagenoma del
mar de los Sargazos, se detectaron 1164 filotipos
y se estim6 la existencia de unas 1800 especies en
esa comunidad microbiana. Nosotros detectamos
516 filotipos y estimamos unas 1633 especies
bacterianas que coexistian en una misma comu-
nidad microbiana. Sin embargo, utilizando la piro-
secuenciacion para comparar la diversidad entre
dos comunidades microbianas se han podido
detectar hasta 18500 filotipos con la prediccion de
la existencia de unas 37000 especies entre ambas
comunidades (Huber et al, 2007).

Gracias al uso de las técnicas metagenémicas
ha sido posible indagar sobre el contenido gené-
mico, fisiologia y relevancia ecolégica de microor-
ganismos no cultivados de diversos ambientes
naturales (Beja et al, 2001; DeLong et al, 2006). La
aplicacion de esta tecnologia ofrece una vision
mas global y realista de la diversidad genética de
una comunidad microbiana ya que no se limita al
estudio de genes individuales o a un grupo deter-
minados de ellos. También por ese motivo, dichas
técnicas no resultan las mas idoneas para anali-
zar en profundidad la estructura de una comuni-
dad microbiana. Por el contrario, la tecnologia de
pirosecuenciacion, con capacidad para secuenciar
entre 2 6 3 6rdenes de magnitud superior a la tra-
dicional clonacién y secuenciaciéon, en la que se
pueden secuenciar cientos de miles de pequenos
fragmentos de genes, se prevé como una aproxi-
macién mas adecuada para tal fin (Sogin et al,
2006, Huber et al, 2007). Sin embargo, todavia
tiene que ser optimizada ya que el hecho de que se
limiten a 100 bp del gen 16S rRNA (200 bp como
maximo) implica que s6lo se pueda asignar un
valor taxonomico de “Phylum-Class-Order” de
menor resolucion al que se obtiene con los 800 bp
de promedio en la secuenciacién de un clon del
gen 16S rRNA de manera tradicional. Actualmente
sigue siendo una aproximacién poco accesible
para la mayoria de laboratorios modestos por su
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elevado coste, pero existen convocatorias como la
del International Census of Marine Microbes
(ICoMM), que han financiado proyectos en los que
se incluya el uso de la pirosecuenciaciéon con
muestras ambientales.

“Microdiversidad”: fraccion predominante de
una comunidad microbiana marina.

Uno de los resultados mas relevantes de nues-
tro estudio fue poder analizar en detalle la estruc-
tura de una comunidad microbiana mediante el
analisis de los 1067 genes del 16S rRNA de nues-
tra genoteca modificada. Para ello, realizamos cur-
vas de rarefaccion a distintos grupos de similitud
(Figura 3A y 3B), de manera que en el eje de abs-
cisas se representaba el nimero de clones anali-
zados y en el eje de ordenadas se mostraba el
numero de OTUs (o filotipos) observados a distin-
tos niveles de similitud desde el 100 % hasta un
75 % que fue el porcentaje en la cual se agrupa-
ron todas las secuencias en un tnico OTU (Figura
3B). Lo mas sorprendente fue detectar que alrede-
dor de un 53 % de los OTUs se agruparon en el
nivel del 99 % de similitud. Traducido a otras
palabras significaba que la mayoria de las secuen-
cias recuperadas eran muy parecidas entre si,
como bacterias “primas hermanas” con una diver-
gencia nucleotidica menor del 1% y que por lo
tanto la fraccion predominante de diversidad en
nuestra muestra ambiental era “microdiversidad”.
Estos mismos resultados se observaban cuando
se comparaba el numero de especies estimadas
por Chao-1 entre los grupos de 100 y 99 % de
similitud, pasando de 1633 a 520 especies esti-
madas. Eso significaba que el 70 % de las especies
estimadas se concentraban en esos grupos a 99 %
de similitud (grupos de microdiversidad o “micro-
clusters”). Observamos que la predominancia de
microdiversidad (“99 % micro-clusters”) no era un
fenomeno casual, sino que era un patron repro-
ducible y asi se ha observado en otros estudios de
otras comunidades microbianas marinas
(Pommier et al, 2007) e incluso procedentes de
comunidades microbianas de marismas (Klepac-
Ceraj et al, 2004). Estos grupos de microdiversi-
dad no se pueden explicar ni por errores de la
PCR, ni por las multiples copias del gen ribosomi-
co y constituyen un patrén observado indepen-
dientemente de la estrategia usada, ya que tam-
bién se ha detectado en el metagenoma del Mar de
los Sargazos. Una de las hipoétesis posibles es que
estos grupos de microdiversidad pueden represen-
tar importantes unidades de diferenciacién como
“especies” o “ecotipos de especies”, dentro de una
comunidad microbiana. La relevancia de la micro-
diversidad se ha puesto de manifiesto también en

los recientes estudios de Rusch (Rusch et al,
2007) y Huber (Huber et al, 2007) utilizando
ambos dos estrategias muy diferentes a las geno-
tecas (metagenomas y pirosecuenciacion, respec-
tivamente). Uno de mis proyectos actuales en el
ICM es determinar la relevancia ecologica y varia-
cion genémica de estos grupos de microdiversidad
en determinadas poblaciones bacterianas e inda-
gar sobre los mecanismos por los cuales se que
generan. jLa emocion esta servidal
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