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INTRODUCCION

El estudio de la diversidad microbiana del tracto digestivo, ademas de por su valor
ecolégico intrinseco, contribuye al estudio del metabolismo del animal hospedador.
Recientes publicaciones estudian la composicién y fluctuacion de las poblaciones
microbianas digestivas de varias especies domésticas, como cerdos (Leser y col.
2002), caballos (Daly y col. 2001) o pollos (Lu y col. 2003), asi como de rumiantes
(Edwards y col. 2004). La poblacién microbiana del conejo es un modelo atractivo
de estudio dado que su sistema de reciclaje microbiano mediante cecotrofia la
diferencia de otras especies de herbivoros.
El andlisis de secuencias 16S rRNA como criterio para la descripcién filogenética
permite superar las deficiencias de otros métodos, como el cultivo in vitro, que sélo
considera las especies cultivables, o métodos moleculares limitados a organismos
descritos previamente (Bennegadi y col. 2002; Pérez de Rozas y col. 2004).
El objetivo de este trabajo es el estudio de la poblacién microbiana del ciego de
conejos en crecimiento mediante andlisis de la secuencia del locus 716S rRNA de los
mismos.

MATERIAL Y METODOS
Dos conejos Neozelandeses sanos destetados a los 28 dias y cebados durante 30
dias fueron sacrificados por dislocacién cervical. Se tomaron muestras (2 ml) de
contenido cecal, que fueron congeladas inmediatamente en nitrégeno liquido y
almacenadas a -80 °C. Para su analisis, las muestras se descongelaron en hielo y se
agruparon antes de la extraccion del ADN, que se llevo a cabo usando QlAamp DNA
Stool Mini Kit (QIAGEN Ltd.) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los
fragmentos de la region 716S rRNA fueron amplificados por PCR usando los
oligonucledtidos universales de bacterias CAC GGA TCC GGA CGG GTG AGT AAC
ACG (Embley y co0l.1988) y ACG GCT ACC TTG TTA CGA CTT (Lane, 1991). Las
amplificaciones resultantes fueron clonadas en un vector TA (Invitrogen) y se
seleccionaron al azar 96 clones. Los insertos fueron secuenciados en ambas
direcciones utilizando ABI Prism BigDye kit en un equipo Beckman Coultard CEQ
8000 Genetic Analysizer. La busqueda de identidades y de las mayores homologias
se realizé mediante la aplicacion informatica del NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST). Los 10 resultados de homologia que mostraban mas
identidad con la nueva secuencia identificada, asi como ésta, se utilizaron en la
construccion de un arbol filogenético mediante el algoritmo de Neighbor-Joining
(Saitou &Nei, 1987). La longitud de las ramas es una representaciéon grafica de la
distancia genética entre diferentes microorganismos, cuanto mayor es la distancia
entre dos unidades taxondémicas, mayor es la diferencia entre ambas secuencias.
Las secuencias fueron alineadas utilizando la aplicacion informatica ClustalW del
EBI (http://www.ebi.ac.uk/clustalw) y la alineacién generada fue manualmente corregida
usando GeneDoc (Nicholas, 1997) para lograr una longitud aproximada de 1kb. Las
secuencias se analizaron mediante el paquete de programas estadistico de analisis
filogenético PHYLIP (Felsenstein, 1989). La matriz de distancias genéticas se estimé
mediante el algoritmo de Kimura de dos pardmetros. La robustez del &rbol
filogenético generado se estimé mediante remuestreo de los datos originales por
“bootstraping”, usando 1000 iteraciones y mostrandose en el arbol los valores
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iguales o superiores al 50 %. TreeView (Page, 1996) fue utilizado para la
visualizacién del arbol filogenético construido a partir de la salida del programa
Consense.

RESULTADOS Y DISCUSION

De las 96 secuencias consideradas a estudio, se identificaron 46 no descritas
anteriormente, aunque basandonos en el umbral del 97% de homologia tomado de
la definicion de especie (Stackebrandt y Goebel, 1994), este trabajo aportaria 44
nuevas secuencias. Han sido depositadas en la base de datos EBI (European
Bioinfomatics Institute) con numeros de acceso AJ863512-AJ863557. Las
secuencias generadas en este estudio se agrupan en 6 grupos distintos, tal como se
presenta en el arbol filogenético (Figura 1).
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Figura 1. Resumen del arbol filogenético mediante el algoritmo de Neighbor-Joining
para determinar la relacion filogenética de las nuevas secuencias.
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En general se puede afirmar que existe una gran biodiversidad microbiana por el
gran numero de microorganismos detectados a partir de so6lo dos animales. Es
especialmente destacable el Grupo 3, donde se localizan 24 de las 46 nuevas
secuencias descritas, pero ninguna de las registradas en la base de datos. Dentro
de este grupo los valores de bootstraping son fuertes y la longitud de las ramas
muestra distancias relativas entre secuencias, por lo que este grupo podria indicar
un nivel diferente, no descrito previamente en otros sistemas digestivos. Debido a su
abundancia, se puede especular que estos organismos podrian estar relacionados
con la fisiologia digestiva de esta especie, necesitando para tal afirmacion un estudio
mas especifico y a mayor escala.

Otras secciones presentadas en la Figura 1 incluyen tanto secuencias previamente
descritas en otros sistemas digestivos como las encontradas en este estudio. En el
Grupo 4 estan presentes secuencias descritas anteriormente y registradas como
procedentes de material ruminal, asi como de intestino y heces de cerdo,
demostrando que algunos de los nuevos clones detectados en este analisis son al
menos, similares a microorganismos presentes en otros sistemas digestivos. En los
Grupos 1y 2 el género conocido mas abundante es Clostridium. En el Grupo 2 se
encuentran secuencias procedentes de rumen y de intestino de cerdo, ademas de
heces humanas y del ciego de pollos broilers.

En contraste con librerias de genes 716S rRNA de ecosistemas digestivos de otros
mamiferos, este estudio no detectd ningun clon que se uniera al grupo de
Prevotella/Bacteroides, uno de los mas abundantes en el tracto digestivo. A pesar de
que tal relacion ha sido descrita previamente en conejos mediante estudios de
hibridaciéon (Bennegadi y col. 2002) o RFLP (Pérez de Rozas y col., 2004), éstos se
basan en el contraste con una secuencia conocida prefijada, y tanto ésta como las
condiciones analiticas pueden no ser necesariamente especificas.

La microbiota cecal del conejo es diversa. La elevada proporcién de clones del
Grupo 3 sugiere que este ecosistema contiene linajes no proximos filogenéticamente
a los de otros organismos superiores, indicando que especies cecotréficas como el
conejo pudieran estar asociadas con una microflora diferente a la de otras especies,
debido probablemente al funcionamiento fisioldgico especifico de su ciego.
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