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DESCRIPCION
Métodos para el estudio y analisis genético de poblaciones
Campo técnico de lainvencion

La presente invencion se refiere a métodos para realizar estudios de la diversidad genética de una poblacién. La
invencion también se refiere a métodos para realizar andlisis genéticos de una poblacién. Adicionalmente, la
invencion se refiere a métodos para la creacién de bases de datos que comprenden la informacion del estudio y las
bases de datos creadas por estos métodos. La invencién también se refiere a métodos para analizar la informacién
para correlacionar la presencia de marcadores de acido nucleico con parametros deseados en una muestra. Estos
métodos se aplican en los campos de exploracion geoquimica, agricultura, biorremediacion, andlisis ambiental,
microbiologia clinica, ciencia forense y medicina.

Antecedentes de lainvencion

Anteriormente los microbios se han utilizado como biosensores para identificar productos quimicos en el ambiente.
Por ejemplo, los microbios se han utilizado como biosensores para detectar la presencia de nitratros (Larsen, L. H. et
al, 1997, A microscale NO3 biosensor for environmental applications. Anal. Chem. 69: 3527-3531), metales (Virta M.
et al, 1998, Bioluminescence- based metal detectors. Methods Mol. Biol. 102: 219-229) y de diversos hidrocarburos
(Sticher P. et al., 1997, Development and characterization of a whole-cell bioluminescent sensor for bioavailable
middle-chain alkanes in contaminated groundwater samples. Appl. Environ. Microbial. 63(10): 4053-4060). Sin
embargo, en estos ejemplos, los microbios indicadores no son especies naturales, sino mas bien el producto de
manipulaciones recombinantes disefiadas para aplicaciones especificas. Estas modificaciones implican el
acoplamiento de la maquinaria detectora de nutrientes de cepas bacterianas bien caracterizadas con genes
indicadores para ayudar a la identificacion. Sin embargo, esta estrategia esta limitada por la diversidad metabélica
de algunas cepas bacterianas bien caracterizadas. En cambio, el gran y diverso grupo de microbios en el medio
representa una fuente de biosensores para una serie mas grande de aplicaciones que las actualmente existentes.
Por tanto, hay una necesidad de identificar y utilizar otros microbios, especialmente los encontrados in situ, como
biosensores.

Los microbios también tienen un importante impacto sobre la salud y la medicina. Se han realizado estimaciones de
gue puede haber diez veces el nimero de células microbianas asociadas con el cuerpo humano en comparacion con
las células humanas. Muchas poblaciones de células microbianas que estan asociadas al cuerpo humano
desempefian una funcion beneficiosa en el mantenimiento de la salud. Por ejemplo, la microflora intestinal es
importante para realizar una digestién y absorcion de nutrientes adecuadas y para la produccién de determinados
factores, incluyendo algunas vitaminas. En general, el sistema inmunitario humano puede mantener el control de las
poblaciones bacterianas del cuerpo humano y prevenir el crecimiento excesivo de poblaciones microbianas
beneficiosas e infeccidn por poblaciones microbianas perjudiciales. No obstante, la lista de enfermedades humanas
gue actualmente se atribuye a patdgenos microbianos esta aumentando. Sin embargo, casi toda la informacion con
respecto a las relaciones ente los microbios y las enfermedades humanas, se ha incrementado a partir de
estrategias que requieren el cultivo de especies microbianas.

Dos ejemplos de enfermedades en las que se identificaron agentes causantes a través de métodos moleculares
incluyen, la angiomatosis bacilar (Relman, D. A. et al., 1990, New Engl. J. Med. 323: 1573) y la enfermedad de
Whipple (Wilson, K. H. et al., 1991, Lancet 338: 474). Ademas, los aspectos centrales de la ateroesclerosis son
coherentes con la inflamacién que se produce debido a infeccién. Se han identificado secuencias de ADN de
Chlamydia en lesiones ateroescleroéticas, lo cual ha llevado a sugerir que este organismo desempefia una funcién en
la enfermedad.

Ademas, con la llegada de cepas de bacterias resistentes a bacterias, las infecciones bacterianas se han convertido
en un problema para la salud. Ademas, las infecciones microbianas causadas por bacterias u hongos que
normalmente no infectan a seres humanos, pueden ser un problema en individuos inmunocomprometidos.
Adicionalmente, los individuos de paises en vias de desarrollo que pueden estar mal nutridos o que carecen de
instalaciones sanitarias adecuadas, también pueden soportar una gran carga de bacterias oportunistas, muchas de
las cuales pueden causar afecciones y enfermedades. En la medicina veterinaria, el ganado que vive en
dependencias cercanas también puede ser presa de infecciones causadas por diversos tipos de microbios
diferentes. Por tanto, hay una necesidad de desarrollar métodos de identificacion sensibles de muchos tipos de
microbios diferentes sin tener que cultivarlos primero para tratar o prevenir infecciones microbianas en seres
humanos y otros animales.

También son un componente importante los ensayos de contaminacion microbiana para analizar productos
alimentarios. Una gran cantidad de tipos de microbios diferentes puede contaminar los alimentos de seres humanos
0 animales. Por tanto, la capacidad de analizar la contaminacién de los alimentos de una manera rapida y eficaz es
critica para conservar seguros los alimentos. Sin embargo, muchos de los microbios responsables, causantes de
afecciones en seres humanos y animales, son dificiles de aislar o identificar.
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También se utilizan ensayos de poblaciones microbianas en campos tales como ciencia forense. En los ultimos diez
a veinte afios, los cientificos han determinado que las poblaciones microbianas cambian cuando el organismo
empieza a descomponerse, y han comenzado a identificar determinadas especies microbianas que son indicativas
de descomposicion (Lawrence Osborne, Crime-Scene Forensics; Dead Men Talking, New York Times, 3 de
diciembre de 2000). Sin embargo, solo se han identificado algunas especies microbianas que pueden ser (tiles en
estos analisis.

El problema de determinar la diversidad genética no esta limitado a las poblaciones microbianas. La diversidad de
los anticuerpos es critica para una respuesta inmunitaria apropiada. Durante la proliferacién de células B, se genera
diversidad de anticuerpos en las cadenas pesada y ligera de la inmunoglobulina por mecanismos que incluyen genes
variables (V) de linea germinal multiple, recombinacién de segmentos génicos V con segmentos génicos de union
(J) (recombinacion V-J) y recombinacion de segmentos génicos V con segmentos génicos D y segmentos génicos J
(recombinacion V-D-J) asi como imprecisiones recombinatorias. Ademas, mutaciones puntuales somaticas que se
producen durante toda la vida del individuo, también conducen a la diversidad de anticuerpos. Por tanto, puede
generarse un enorme numero de genes de anticuerpos diferentes que codifican anticuerpos con especificidad
exquisita. La diversidad de receptores de células T (RCT) se genera de una manera similar a través de
recombinacién entre numerosos segmentos V, D y J e imprecisiones recombinatorias. Se ha estimado que pueden
constituirse 10'* cadenas V &, mas de 10" cadenas B y mas de 10" formas de cadenas Va (Roitt, I. et al.,
Immunology, 32 Ed., 1993, paginas 5.1 - 5.14). Un conocimiento de la diversidad de los anticuerpos o de los TCR
en un individuo particular seria (til para el diagnéstico de enfermedades, tal como una enfermedad autoinmunitaria,
0 para un posible tratamiento.

La identificacion de microbios, especialmente microbios del suelo, se ha basado tradicionalmente en métodos
dependientes de cultivo, por lo cual la deteccién de una especie microbiana depende de la capacidad de encontrar
condiciones de laboratorio que sustenten su crecimiento. Para esto, en el comercio se han desarrollado placas de 96
pocillos, para identificar microbios con diferentes requisitos metabdlicos. Por ejemplo, las placas BiolLog incorporan
96 formulaciones de medios diferentes en los pocillos de una placa de 96 pocillos. A pesar de estos esfuerzos,
actualmente se acepta que mucho menos del 1 % de los microbios puede propagarse en condiciones de laboratorio
(Amann, R. I. et al., 1995. Phylogenetic identification and in situ detection of individual microbial cells without
cultivation. Microbiol. Rev. 59: 143-169).

El amplio interés en gendmica ha creado mucha tecnologia nueva, excitante, para la cuantificacion en paralelo de
miles de secuencias distintas de acido nucleico de manera simultanea. Aunque aln en pafales, estas tecnologias
han proporcionado un profundo conocimiento sin precedentes en la biologia. Hasta ahora, estas tecnologias se han
utilizado predominantemente en aplicaciones farmacéuticas y agricolas. El perfil de expresion del genoma ha
obtenido una aceptacion general en la biologia y es posible que comience a ser habitual en todas las instituciones
académicas, de biotecnologia y farmacéuticas, en el siglo 21. Por ejemplo, el Andlisis en Serie de la Expresion
Genica (SAGE, Serial Analysis of Gene Expression) es un método independiente de la hibridacion disefiado para
cuantificar cambios en la expresion génica (Velculescu, V. E. et al.,, 1995, Serial analysis of gene expression.
Science 270: 484-487 y patente de Estados Unidos 5.866.330). Sin embargo, el SAGE solo mide niveles de ARN de
tejidos u organismos y no es adecuado para examinar la diversidad genética.

El amplio interés en gendmica también ha conducido al desarrollo de muchas tecnologias para el analisis rapido de
decenas de miles de secuencias de acido nucleico. Una tecnologia de este tipo es la microplaca (chip) de ADN.
Aunque esta estrategia se ha utilizado como un diagnéstico para diferenciar entre varias especies del género
Mycobacterium (Troesch, A., et al., 1999, Mycobacterium species identification and rifampin resistance testing with
high-density DNA probe arrays. J. Clin. Microbiol. 37: 49-55), tiene utilidad limitada para un estudio microbiano
ambiental por dos razones. La primera de ellas es que la secuencia de los ADN diana a analizar debe conocerse
para sintetizar las sondas complementarias en la microplaca. Sin embargo, la inmensa mayoria de los microbios
ambientales no se han caracterizado. En segundo lugar, las microplacas de ADN se basan en la hibridacién de
acidos nucleicos que esta sometida a hibridacion cruzada a partir de moléculas de ADN con secuencia similar. Sin
embargo, el poder resolutivo de una estrategia basada en hibridacion es limitado porque se deben identificar
regiones de ADN que no se hibriden en cruzado, lo que puede ser dificil para especies microbianas relacionadas.

Las tecnologias gendmicas y bioinformaticas soportan mucho potencial desaprovechado para su aplicacion en otras
areas de biologia, especialmente en el campo de la microbiologia. Sin embargo, hasta ahora no ha habido ningn
método para determinar de un modo rapido y facil la diversidad genémica de una poblacién, tal como una poblacién
microbiana o de virus. Ademas, no ha habido ningiin método para determinar facilmente la diversidad de anticuerpos
0 RCT de una poblacién de células B o T, respectivamente. Por tanto, aln persiste la necesidad de desarrollar
dichos métodos en estas areas.

En “La caracterizacion de genes de ARNr 16S de comunidades microbianas de campos petroliferos indica la
presencia de diversas bacterias reductoras de sulfato, fermentativas y oxidadoras de sulfuro” de Gerrit Voordouw et
al. se desvela la caracterizacion de bacterias de campos petroliferos, clonando y secuenciando genes de ARNr 16S
amplificados por PCR para detectar una bacteria determinada.
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En Proyecto de bases de datos de ribosomas de Niels Larsen et al. se desvela una base de datos curada que ofrece
datos de ribosomas junto con programas y servicios relacionados. La oferta incluye alineaciones filogenéticamente
ordenadas de secuencias de ARN ribosomico (ARNr), arboles filogenéticos derivados, diagramas de estructura
secundaria de ARNr y diversos paqueteas informaticos para manipular, analizar y presentar alineaciones y arboles.

En “Determinacion de la diversidad microbiana en muestras ambientales: fallos de andlisis de ARNr basados en
PCR” de Friedrich v. Wintzingerode et al. se desvelan aspectos especificos de conjuntos de muestras, lisis celular,
extraccién de acido nucleico, amplificacion por PCR, separacion de ADN amplificado, aplicacion de sondas nucleicas
y analisis de datos.

En “Filogenia de las principales secuencias bacterianas de ARNr 16S en suelos de pastizales de Drentse A (Paises
Bajos” de Andreas Felske et al. se desvela la investigacion de principales bacterias en suelos de turba, de pastizales
acidos en los Paises Bajos, por aislamiento de ribosomas, electroforesis en gel con gradiente de temperatura,
hibridacién, clonacién y secuenciacion utilizando ARNr para clasificar y cuantificar las bacterias mas activas.

En “Frecuencia de formacién de moléculas quiméricas como consecuencia de coamplificacion PCT de genes de
ARNTr 16S de genomas bacterianos mixtos” de Grace C. Y. Wang y Yue Wang se desvela un método para cuantificar
la frecuencia de la formacion de moléculas quiméricas, en el que los ADN genémicos mixtos de ocho especies de
actinomiceto cuyas secuencias de ARNr 16S se han determinado se utilizaron para la coamplificacion por PCR de
genes de ARNr 16S. Una gran cantidad de ADN ribosémico 16S clonado se examiné por andlisis de secuencias y se
identificaron moléculas quiméricas por alineamiento de secuencias multiples con especies de referencia.

En “Andlisis en Serie de la Expresién Génica” de Victor E. Velculescu et al. se desvela un método denominado
analisis en serie de la expresién génica (SAGE), que permite analizar, de un modo cuantitativo y simultaneo, una
gran cantidad de transcritos. EI SAGE podria proporcionar medios ampliamente aplicables para catalogar y
comparar cuantitativamente genes expresados en una variedad de estados normales, de desarrollo y con
enfermedad.

Breve sumario de la invencién

La presente invencion resuelve este problema proporcionando métodos para determinar rapidamente la diversidad
de una poblacion microbiana.

La presente invencion también proporciona un método para construir una base de datos de perfiles de diversidad de
marcadores (PDM marker diversity profile) que comprende las etapas de: a) secuenciar una pluralidad de
marcadores de ARNr de una muestra, en el que dicha muestra comprende una poblacion microbiana, y en el que
cada marcador de ARNr comprende una secuencia polimérfica del gen del ARNr microbiano y en el que la pluralidad
de marcadores de ARNr proporciona una representacion exacta de la poblacion microbiana de dicha muestra; b)
determinar la abundancia, en dicha muestra, de cada una de dicha pluralidad de marcadores de ARNr; c) transducir
la abundancia de cada marcador de ARNr en una sefial de salida eléctrica; d) almacenar dichas sefales de salida
eléctrica producidas en la etapa c) en una estructura de datos matricial y asociar en dicha estructura cada sefial de
salida con la secuencia correspondiente del marcador de ARNr cuya abundancia se convirtié en una sefial de salida;
e) proporcionar las abundancias de uno o mas parametros de muestra que estan asociados a dicha muestra; f)
transducir las abundancias de cada parametro de muestra en una sefial de salida eléctrica; g) almacenar dichas
sefiales de salida eléctrica producidas en la etapa f) en una estructura de datos matricial y asociar en dicha
estructura cada sefial de salida con el parametro de muestra cuya abundancia se convirtié en una sefial de salida; h)
disefiar como PDM las sefiales de salida eléctrica producidas en la etapa c) correspondientes a la pluralidad de
abundancias de marcadores de ARNTr y las sefiales de salida eléctrica producidas en la etapa f) correspondientes a
la una 0 mas abundancias de parametros de muestra; y i) repetir las etapas a-h para una pluralidad de muestras
distintas, y disefiar como base de datos PDM la pluralidad de PDM almacenados en dicha estructura de datos.

En una realizacién, dicha abundancia de marcador de ARNr es una abundancia relativa a la abundancia total de la
pluralidad de marcadores de ARNr en la muestra.

En una realizacién, dicho gen de ARNr microbiano es un gen de ARNr 16S.

En una realizacién, dicha secuencia polimérfica del gen de ARNr microbiano es de la region intergénica entre un gen
de ARNr 16S y un gen de ARNr 23S.

En una realizacion, la muestra se selecciona del grupo constituido por : una muestra de suelo, una muestra de roca,
una muestra de agua, una muestra de aire, una muestra de hidrocarburo, una muestra de petréleo y una muestra de
biopelicula.

En una realizacién, la muestra se obtiene del grupo constituido por: petréleo, hidrocarburos, un depdsito de aceite,
un deposito de gas, suelo, roca, agua, aire, una construccién y una carretera. En una realizacién, el parametro de
muestra se selecciona del grupo constituido por: petréleo, hidrocarburos, aceite, gas, un compuesto inorganico, un



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2632538 T3

mineral, pH, temperatura y salinidad.

En una realizacién, la muestra se obtiene del grupo constituido por: un ser humano, una planta, un animal, un
producto alimentario, un cultivo celular y un cultivo tisular.

En una realizacion, el parametro de muestra se selecciona del grupo constituido por: una patologia aguda, una
patologia cronica, un estado fisiolégico y una fase de desarrollo.

En una realizacion, el parametro de muestra es el tiempo, y en el que la pluralidad de muestras comprende una
evolucion temporal.

En una realizacion, la pluralidad de muestras comprende una evolucion temporal Util para supervisar esfuerzos de
remediacion ambiental o la produccion de campos petroliferos.

En una realizacion, se construye una base de datos PDM de acuerdo con el método de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra una representacién de un gen de ADNr 16S de bacterias que ilustra regiones polimérficas
(mostradas como bandas oscuras) y regiones constantes (mostradas como bandas claras).

La Figura 2 muestra una representacion esquematica del método de analisis en serie de ADN ribosémico (SARD,
Serial Analysis Ribosomal ADN) para aislar etiquetas de secuencia polimérficas de ADNr bacteriano.

La Figura 3 muestra diversos miembros representativos del dominio Bacteria con sus relaciones taxonémicas.

La Figura 4 muestra diversos miembros representativos del dominio Arquea con sus relaciones taxonémicas.

La Figura 5 muestra ejemplos de dispersogramas de correlacidon entre marcadores. Cada punto representa una
sola poblacién de muestra.

La Figura 6 muestra ejemplos de diversos dispersogramas entre parametros y marcadores. Cada punto
representa una sola poblacién de muestra.

Las Figuras 7A, 7B y 7C muestran dispersogramas que comparan los perfiles del perfil de diversidad de
marcadores (PDM). Cada punto representa un marcador. Fig. 7A: correlacion significativa con todos los
marcadores dentro del PDM. Fig. 7B: no se encuentra correlacion utilizando todos los marcadores dentro del
PDM. Fig. 7C: misma gréafica que B excepto que se encuentra correlacion significativa utilizando un subconjunto
de marcadores.

La Figura 8 muestra un esquema para la generacion de una base de datos matricial de perfiles de diversidad de
marcadores. La primera etapa 100 implica asignar a N un valor entero de 1 que corresponde a la primera
estructura de datos del PDM. La segunda etapa 105 implica agrupar marcadores polimérficos de una muestra.
En la presente solicitud se describen ejemplos de métodos para agrupar dichos marcadores y se incluye, pero
sin limitacién, SARD (Figura 2, Tablas | y Il) o recopilacion masiva de etiquetas (Tabla IIl). La siguiente etapa 110
implica detectar los marcadores polimérficos. Los ejemplos de métodos para detectar marcadores polimérficos
descritos anteriormente incluyen andlisis de secuencia de ADN de etiquetas SARD y analisis MALDI-TOF de
etiquetas masivo, respectivamente. Esta etapa de deteccion incluye detectar la presencia y la abundancia de
cada marcador en la muestra. La siguiente etapa 115 implica la conversion o la transduccion de PDM en una
salida de sefial eléctrica. Generalmente, este proceso es una conversién electrénica lineal de los datos en una
sefial digital. La etapa 120 implica detectar parametros que estan asociados a la muestra N. La etapa 125 implica
la transduccion de los datos de los parametros de la muestra, que pueden incluir, sin limitacion, pardmetros tales
como pH, tamafio del grano, andlisis elemental y/o analisis orgénico, en una salida de sefial eléctrica en forma de
una salida digital. La etapa 130 implica el almacenamiento, en la memoria de un ordenador, de la sefial de salida
de cada PDM en una estructura de datos matricial y asociarla con parametros de muestra. La siguiente etapa es
un bloque de toma de decisiones 135 en el que si no se han completado todas las estructuras de los datos, la
rutina avanza a la etapa 140 en la que N esta incrementado y las etapas 105-130 generadoras de estructuras de
datos se repiten para el perfil de diversidad del marcador n +1.

Una vez completadas todas las estructuras de los datos, la rutina avanza a la etapa 145 para formar la base de
datos PDM de estructuras de n datos. Cada marcador se asigna un Unico identificador junto con su abundancia
relativa en la poblacién. Esta informacién también esta opcionalmente indexada con otros parametros conocidos
gue estan asociados a la muestra que incluyen, por ejemplo, el tiempo, los datos, la altura y la localizacion
geografica. Estas sefiales se digitalizan y se almacenan en la memoria de un ordenador.

La Figura 9 muestra un esquema de las etapas implicadas en la determinaciéon de parametros asociados con un
PDM. Se crea un perfil de diversidad de marcadores 200 para una muestra. El perfil de diversidad de marcadores
se somete a una funcién de comparacién 205 que compara el perfil con perfiles de diversidad de marcadores
residentes en la base de datos. La etapa 210 es un bloque de toma de decisiones en el que se realiza una
pregunta de si el nuevo perfil de diversidad de marcadores es igual a un perfil de diversidad de marcadores
residente en la base de datos. Si la pregunta retorna a “Si” el nuevo perfil de diversidad de marcadores se
deduce 215 que comparte los mismos parametros que los del perfil de diversidad de marcadores residente. Dado
que los parametros asociados al perfil de diversidad de marcadores residente estan caracterizados, los
parametros asociados al nuevo perfil de diversidad marcadores se identifican.
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Si la pregunta en el bloque de toma de decisiones 210 retorna a “No” la rutina avanza al bloque de toma de
decisiones 220 que pregunta si el nuevo perfil de diversidad de marcadores es un subconjunto de un perfil
residente en la base de datos. Si la pregunta retorna a “No” los parametros permanecen indefinidos 225. Si la
pregunta retorna a “Si” la rutina avanza a la etapa 230. La etapa 230 es una etapa opcional para determinar la
correlacion entre miembros del subconjunto comin de marcadores y puede o bien realizarse para cada nuevo
perfil o puede preguntarse a una tabla matricial de valores precalculados de perfiles existentes. Dichos valores
generalmente se mantendrian en una base de datos relacional. Si esta etapa no se realiza todos los marcadores
comunes se analizan en grupos de marcadores individuales y se tratan como grupos correlacionados 255. Y la
correlacion de marcadores se realiza entre los subconjuntos comunes de marcadores, la rutina avanza al bloque
de toma de decisiones 235 que pregunta si todos los marcadores comunes estan correlacionados. Si la pregunta
retorna a “Si” los marcadores estan correlacionados con los parametros 240 residentes en la base de datos. Si
ningun marcador esta correlacionado con un parametro, el parametro o los parametros permanecen indefinidos
245 mientras que si los marcadores estan correlacionados con un parametro, el parametro se deduce que esta
asociado con el perfil de diversidad de marcadores 250. Si la pregunta del bloque de toma de decisiones 235
retorna a “No”, los marcadores comunes se clasifican en grupos de marcadores correlacionados 255. El primer
grupo marcador correlacionado N 260 se somete a un bloque de toma de decisiones 265 que pregunta si ente
grupo los marcadores estan correlacionados con un parametro. Un “No” determina que los parametros
permanecen indefinidos. Si el marcador o los marcadores estan correlacionados con un parametro, se deduce
que el parametro esta asociado con el perfil de diversidad de marcadores. Las etapas 260-275 se repiten en las
etapas 280-295 para para cada grupo de marcadores correlacionado. Los grupos de marcadores correlacionados
pueden comprender un solo marcador o varios marcadores. El nivel de confianza en la deduccién de que un
parametro esta asociado con un perfil de diversidad de marcadores se determina a través del nivel de correlacion
entre el marcador o marcadores y el pardmetro. Por lo tanto, se espera que los conjuntos de marcadores
correlacionados sean indicadores mas fuertes que cualquier parametro determinado.

La Figura 10 muestra un esquema para la generacién de una base de datos matricial de perfil de diversidad de
marcadores. La primera etapa 300 implica asignar a N un valor entero de 1 que corresponde a la primera
estructura de datos PDM. La segunda etapa 305 implica agrupar marcadores polimoérficos de una muestra. En la
presente solicitud se describen ejemplos de métodos para agrupar dichos marcadores e incluyen, pero sin
limitacion, SARD (Figura 2, Tablas | y Il) o recopilacion masiva de etiquetas (Tabla Ill). La siguiente etapa 310
implica detectar los marcadores polimérficos. Los ejemplos de métodos para detectar marcadores polimdrficos
descritos anteriormente incluyen andlisis de secuencia de ADN de etiquetas SARD y andlisis MALDI-TOF de
etiquetas masivo respectivamente. La siguiente etapa implica la conversion o transduccion del PDM en una
salida de sefial eléctrica. Generalmente, este proceso es una conversién electrénica lineal de los datos en una
sefial digital. La etapa 320 implica almacenar en la memoria de un ordenador la sefial de salida de cada PDM en
una estructura de datos matricial asociando cada PDM a una coordenada geografica tal como longitud y latitud.
La siguiente etapa es un bloque de toma decisiones 325 en el que si no se han completado todas las estructuras
de datos, la rutina avanza a la etapa 330 en la que N se incrementa y las etapas 305-320 generadoras de
estructuras de datos se repiten para el perfil de diversidad de marcadores n +1. Una vez que todas las
estructuras de datos estan completadas, la rutina avanza a la etapa 335 para formar la base de datos PDM de N
estructuras de datos. Cada marcador se asigna a un Unico identificador y se indexa con su abundancia relativa
en la poblacion. Estas sefiales se digitalizan y se almacenan en la memoria de un ordenador.

La Figura 11 muestra un esquema de mapas de aplicaciones utilizando perfiles de diversidad de marcadores.
Los datos de los perfiles de diversidad de marcadores 400 pueden procesarse de diversas maneras para crear
mapas que proporcionen informacién ambiental significativa. En un ejemplo 405, cada perfil de diversidad de
marcadores en una base de datos, puede correlacionarse por pares con cada uno de los otros perfiles de
diversidad de marcadores, para crear una matriz de correlacion. Anexando estos datos con las coordenadas
geogréficas de cada muestra 410, puede construirse un mapa que refleje los valores de correlacién de sitios de
muestras fisicamente adyacentes. Preferentemente los valores de correlacion se codificaran con colores que
reflejen el nivel de correlacion. El color se selecciona de un espectro de color de referencia que esta indexado
con valores de correlacion entre 0-1.

Los perfiles de diversidad de marcadores 400 también pueden procesarse en mapas al nivel de marcador
individual o de grupo de marcadores correlacionado. Esta estrategia es preferible ya que los subconjuntos de
marcadores probablemente se correlacionen con un menor nimero de parametros asociados a la muestra. Cada
marcador en una base de datos de perfil de diversidad de marcadores se correlaciona por pares con cada uno de
los otros marcadores en la base de datos para crear una matriz de correlacion 415. La base de datos original
puede estar compuesta por perfiles de diversidad de marcadores de una sola area geografica o de diversas
areas geografica. En la etapa 420, los marcadores de un area geografica se clasifican en grupos basandose en
su nivel de correlacion. En la etapa 425, la representacion relativa del grupo marcador correlacionado N se
determina junto con sus coordenadas geograficas para cada perfil de diversidad de marcadores en un area
geografica. Se construye un mapa 430 en el que la abundancia relativa de cada grupo marcador correlacionado
se codifica con un color con sus coordenadas geograficas. Las etapas 425 y 430 se repiten como en 435 y 440
para cada grupo de marcadores correlacionado.

La Figura 12 muestra oligonucledtidos Utiles para la amplificacion de moléculas de acido nucleico para andlisis
en serie de ADN ribosémico, SARD.

La Figura 13 muestra el uso de la estrategia SARD para Eubacteria. La secuencia con doble subrayado y la
secuencia con subrayado ondulado representan las etiquetas de secuencia para los dos grupos y la secuencia
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con subrayado sencillo define el sitio de reconocimiento Bpml.

La Figura 14 es una representacién grafica de un analisis SARD de una poblacién definida.

La Figura 15 muestra la secuencia de etiquetas SARD identificadas de la muestra Wy-1. El nimero entre
paréntesis indica el nimero de etiquetas que tienen esa secuencia.

La Figura 16 muestra etiguetas SARD identificadas de la muestra Wy-2. El nimero entre paréntesis indica el
namero de etiquetas que tienen esa secuencia.

La Figura 17 es una representacion grafica del namero y abundancia de etiquetas SARD. El panel superior
muestra el perfil de diversidad de etiquetas SARD de la muestra Wy-1 y el panel inferior muestra el perfil de
diversidad de etiquetas SARD de la muestra Wy-2.

Descripcion detallada de la invencién

El grado de diversidad de los microbios en nuestro ambiente se ha reconocido solo recientemente. Con la llegada de
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y del andlisis de secuencia de ADN ribosémico (ADNr) de subunidad
pequeria, los investigadores han podido detectar y realizar analisis filogenéticos en microbios individuales sin tener
que cultivar primero los microbios de interés. Esta estrategia filogenética molecular ha cambiado significativamente
nuestra perspectiva de la evolucién y de la diversidad microbiana (Woese, C. R, 1987, Bacterial evolution. Microbiol
Rev. 51 (2): 221-71; Pace, N. R, 1997, A molecular view of microbial diversity and the biosphere. Science. 276
(5313): 734-40). Por ejemplo, ahora se piensa que las primeras formas de vida habian utilizado compuestos
inorganicos para la nutricion en lugar de compuestos basados en carbono organico. Ademas, ahora se sabe que la
inmensa proporcion de diversidad bioldgica se debe a especies microbianas. Se han realizado estimaciones de que
puede haber mas de diez mil especies distintas de microbios en un solo gramo de suelo. Las Figuras 3 y 4 muestran
algunos de los miembros representativos de los dominios Bacteria y Archaea, respectivamente, que pueden
encontrarse en muestras ambientales.

Los microbios residen practicamente en todos los nichos, incluyendo ambientes extremos con temperaturas entre -
6,67 y 121,11 °C (20 y 250 °F). Los microbios se han aislado incluso de depésitos de petréleo con un profundidad
de mas de 1,61 km (1 milla) por debajo de la superficie terrestre (Jeanthon, C. et al., 1995, Thermotoga subterranea
sp. nov., a new thermophilic bacterium isolated from a continental oil reservoir. Arch. Microbiol. 164: 91-97). Para
prevalecer en dichas condiciones diversas, los microbios han realizado adaptaciones notables y han adquirido la
capacidad de utilizar fuentes inusuales de carbono y minerales inusuales que estan inmediatamente disponibles.
Estas adaptaciones fisiologicas y metabdlicas que permiten a algunos microbios residir en un nicho particular
también pueden limitar su distribucion a dichas areas. Se conocen bien numerosos ejemplos de parametros
ambientales que conducen a restricciones de distribucion microbiana y normalmente estan estipuladas por un
programa metabdlico especifico de especie (por ejemplo, naturaleza estricta de la fuente de carbono, nitrégeno y
energia).

Los microbios que tienen requisitos de nutrientes muy definidos probablemente tienen una distribucién restringida en
el entorno. Por tanto, la dependencia de los microbios sobre la presencia de una fuente particular para proliferar
puede servir como la base para un ensayo para identificar la presencia y caracterizar la distribucion de diversas
caracteristicas en el medio, caracteristicas tales como biolégicas, quimicas y geoquimicas. En otras palabras, los
microbios pueden funcionar como biosensores ambientales.

En un aspecto de la presente invencion, la capacidad de los microbios para funcionar como biosensores ambientales
se utiliza para identificar estados ambientales particulares. En una realizacion preferida, se utiliza un perfil de una
poblaciéon microbiana para identificar uno 0 mas parametros de un estado ambiental particular. En una realizacién
més preferida, se utiliza un perfil de poblacion microbiana para identificar areas que probablemente tienen reservas
minerales y/o petroliferas. En otra realizacion preferida, en ciencia forense se utiliza un perfil de poblacién
microbiana para identificar la descomposicion de un cuerpo o para asociar un individuo con otro individuo, o con un
objeto o con una localizaciéon. En otra realizacion aun preferida, para identificar contaminacién microbiana de
productos alimentarios de seres humanos y animales se utiliza un perfil de poblacién microbiana. En otra realizacién
aun preferida, el perfil se utiliza para diagnosticar enfermedades humanas o animales.

Definiciones

A menos que se defina de otra manera, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento
tienen el significado que normalmente entiende un experto habitual en la técnica a la que pertenece la presente
invencioén. La realizacion practica de la presente invencién emplea, a menos que se indique de otra manera, técnicas
de quimica, biologia molecular, microbiologia, ADN recombinante, genética e inmunologia convencionales. Véase,
por ejemplo, Maniatis et al., 1982; Sambrook et al., 1989; Ausubel et al., 1992; Glover, 1985; Anand, 1992; Guthrie y
Fink, 1991.

Un microbio se define como cualquier organismo que sea de los dominios Bacteria, Eucaria o Arquea. Los microbios
incluyen, sin limitacion bacterias, hongos, nematodos, protozoos, arqueobacterias, algas, dinoflagelados, mohos,
bacteriéfagos, micoplasma, virus y viroides.

Un marcador es una secuencia de ADN que puede utilizarse para diferenciar o identificar un gen, un genoma o un
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organismo particular de otro. En una realizacion, puede generarse un marcador mediante uno de los métodos
descritos en el presente documento. Un marcador representa uno de un namero limitado de especies taxondmicas o
genes. En una realizacion preferida, un marcador representa una sola especie taxonémica o un gen. En una
realizacién, el marcador representa una sola especie microbiana. En otra realizacién, el marcador representa una
sola especie o tipo de virus. En otra realizacién, el marcador representa una sola inmunoglobulina o dominio variable
de TCR.

Un perfil de diversidad de marcadores (PDM) es un conjunto de datos que se obtiene de cada muestra poblacional y
que contiene una coleccion de marcadores. En una realizacion preferida, el PDM también comprende otra
informacién, incluyendo todos los parametros conocidos asociados a una muestra poblacional particular. Dichos
parametros que se relacionan con muestras ambientales pueden incluir componentes inorganicos (obtenidos a
través de andlisis de adsorcion atémica), componentes organicos (obtenidos a través GC-MS o LC-MS), andlisis de
tamafio de grano, pH y salinidad. Los parametros que se relacionan con muestras médicas pueden incluir, pero sin
limitacién, un historial médico completo del donante. En una realizacién preferida, los marcadores se obtienen por
analisis en serie de ADN ribosémico, SARD.

Métodos para el andlisis genético de poblaciones

Los ribosomas, que contienen numerosas proteinas ribosémicas y tres moléculas de ARN ribosémico (ARNTr), son un
componente clave de la sintesis de proteinas. El ARNr de subunidad 16S, que esta codificado por el gen de ADNr
16S, ha sido el centro de gran atencién en estudios filogenéticos microbianos. La secuencia de ADNr 16S esta muy
conservada entre los grupos taxondmicos, incluso también posee regiones que son muy polimérficas (Figura 1).
Ademas, se piensa que la velocidad de cambio en la secuencia de ARN ha sido relativamente constante a lo largo
del tiempo evolutivo, lo que permite a los cientificos determinar la relacion relativa de los diferentes organismos.

Los andlisis microbianos moleculares tipicos implican la utilizacién de regiones muy conservadas del ADNr 16S para
amplificar el gen de aproximadamente 1.500 pb. La secuencia del producto amplificado por PCR se determina y se
compara con la de otras secuencias de ADNr conocidas. Aunque esta estrategia es muy informativa, no permite
estudiar rapidamente una comunidad microbiana ambiental.

La presente invencidon proporciona métodos para calcular rapida y facilmente la diversidad genética de una
poblacién. Los métodos utilizan tecnologia genémica independiente de hibridacién para superar los problemas de
determinacion de la diversidad genética identificados anteriormente. Este método puede utilizarse para cualquier
poblacién de células, virus u organismos que comprendan al menos una molécula de ADN que comprenda regiones
de alta conservacién de secuencia intercaladas con secuencias polimorficas, en el que las secuencias polimorficas
pueden utilizarse para diferenciar diferentes miembros de la poblacién de interés. Un aspecto de la presente
invencion describe un método (SARD) que puede capturar una region polimdrfica disefiada de una molécula de ADN
determinada presente en los miembros de una comunidad microbiana. En una realizacion preferida, la molécula de
ADN es una molécula de ADNr 16S. En otra realizacion, la molécula de ADN es la region intergénica entre los genes
de ADNr 16Sy 23S.

El método puede realizarse de la siguiente manera (véase la Figura 2):
Etapa 1. Preparacién de muestras y amplificacién de ADN por PCR

Las muestras pueden obtenerse de cualquier organismo o region que se desee. Para los andlisis microbianos
ambientales, pueden obtenerse muestras de, sin limitacién, construcciones, carreteras, suelo, rocas, plantas,
animales, cultivos celulares o tisulares, desechos organicos, aire o agua. Para analisis microbianos médicos, las
muestras pueden obtenerse de, sin limitacién, seres humanos, animales, parasitos, agua, suelo, aire y productos
alimentarios. Para analisis de virus, las muestras pueden obtenerse de, sin limitacién, reservas de cultivos de virus,
seres humanos, animales, plantas, cultivos celulares o tisulares y microbios. Para analisis de inmunoglobulina o
TCR, las muestras pueden obtenerse de, sin limitacion, seres humanos, animales o cultivos celulares o tisulares. Las
moléculas de ADN de la muestra de interés pueden aislarse mediante cualquier método conocido en la técnica.
Véase, por ejemplo, Sambrook et al., 1989 y Ausubel et al., 1992. En una realizacién preferida, el ADN se obtiene
como describen Yeates et al., "Methods for Microbiological DNA Extraction from Soil for PCR Amplification,"
Biological Procedures Online, volumen 1, 14 de mayo de 1998, disponible en www.science.uwaterloo.ca/bpo: Liu et
al., Applied and Environmental Microbiology (1997) 63: 4516-4522; y Tsai et al.,, Applied and Environmental
Microbiology (1992) 58: 2292-2295. Las moléculas de ADN no tienen que estar completamente purificadas sino que
solamente requieren aislarse en el punto en el que pueda realizarse la PCR.

Los microbios ambientales a menudo existen en biopeliculas (Costerton, JW., et al., 1999, Bacterial biofiims: a
common cause of persistent infections. Science 284(5418): 1318-1322) o en estrecha asociacién con superficies
sélidas. EI ADN microbiano de una muestra de interés se aisla mediante cualquiera de los diversos métodos que
conocen ampliamente los expertos en la técnica y que se describen en la bibliografia (Gillan, D.C. et al., 1998,
Genetic diversity of the biofilm covering Montacuta ferruginosa (Mollusca, bivalvia) as evaluated by denaturing
gradient gel electrophoresis analysis and cloning of PCR-amplified gene fragments coding for 16S rRNA Appl.
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Environ. Microbial. 64(9): 3464-72).

Las muestras pueden enriquecerse selectivamente antes de aislarse mediante cualquier método conocido en la
técnica. En una realizacién, para una poblacion de microbios que se sabe o que se sospecha que se alimenta de
una fuente de hidrocarburo, tal como propano, el hidrocarburo puede afadirse al medio en el cual viven los
microbios durante un periodo de tiempo antes que estos se recojan. En otra realizacién, puede cultivarse una
poblacién de virus en células antes de aislarse. En una realizacién adicional, las células B y T pueden expandirse en
el cultivo antes del aislamiento. Puede ser mas facil obtener suficientes cantidades de muestra si una poblacion se
expande antes del aislamiento. Sin embargo, esto debe ponderarse frente a la posibilidad de que la expansion altere
la proporcion de los diferentes miembros de la poblacion entre si.

En general, los cebadores utilizados para la amplificacion se disefian para hibridarse con una regiéon del ADN que
estd muy conservada entre los miembros de la poblacion. Ademas, los cebadores deben flanquear una region
polimérfica cuya secuencia parcial debe proporcionar informacion de diagndéstico con respecto a la diversidad
genética de la poblacion. Por ejemplo, para el gen de ADNr 16S, se disefian cebadores que se hibridan con una
regién muy conservada del gen de ADNr 16S que flanquea una regién polimorfica (véase la Figura 2). En un gen de
inmunoglobulina, se disefian cebadores que se hibridan con una region del ADN de la célula B que flanquea el sitio
de recombinacion V-J. Como alternativa, pueden disefiarse cebadores que se unan a las regiones relativamente
constantes dentro de determinadas regiones del gen de V-J que flanquea una region polimorfica. Véase Roitt et al.,
Immunology, 32 Ed., 1993, pags. 5.2-5.14, que muestra regiones de variabilidad y conservacién dentro de los genes
de inmunoglobulina y TCR. Después de las ensefianzas de la memoria descriptiva, un experto habitual en la materia
reconocerd que en el disefio de cebadores, pueden utilizarse otros genes que tengan regiones que estén muy
conservadas entre miembros de la poblacién y que flanqueen regiones polimorficas.

Los cebadores también pueden disefiarse para que flanqueen una region de ADN que comprenda un sitio de
restriccion para una enzima de restriccion. En una realizacion preferida, la enzima de restriccion es una enzima de
cuatro pares de bases, tal como Alul, que corta en un sitio de reconocimiento (véase la Figura 2). Adicionalmente, el
sitio de restriccion debe estar cerca del gen de interés pero no en la region polimérfica del mismo. En una realizacion
preferida, el sitio de restriccién debe ser uno que esté presente en el gen de interés en gran parte de las especies o
genes conocidos.

Puede utilizarse un solo conjunto de cebadores o mudltiples conjuntos de cebadores. Se puede utilizar un solo
conjunto de cebadores si se sabe que la region de ADN a la cual se uniran los cebadores esta muy conservada.
Como alternativa, si se sabe que hay alguna variacion en la region conservada, pueden utilizarse mdltiples conjuntos
de cebadores para unirse a la region de ADN conservada. El uso de multiples conjuntos de cebadores puede ser util
para identificar mas miembros de una poblacién, especialmente aquellos miembros de la poblacion que exhiben
menos identidad de secuencia en las areas conservadas de una secuencia de acido nucleico. En una realizacion
puede utilizarse de cuatro a diez conjuntos de cebadores para identificar miembros de una poblacién. Como
alternativa, los cebadores utilizados pueden ser degenerados, de tal manera que diferentes moléculas dentro de una
poblacién de cebadores incluiran una base diferente en uno o mas sitios especificos en el cebador. Por ejemplo, un
cebador puede tener un sitio que tenga citosina o timidina. El proposito de construir cebadores degenerados es
aumentar el nimero de diferentes moléculas de ADN que se hibriden con un cebador particular. En la técnica se
conocen bien métodos de construccion de cebadores degenerados.

Los cebadores utilizados en esta etapa, y en etapas posteriores, generalmente tienen una longitud suficiente para
promover una hibridacion especifica con una secuencia de ADN. Los cebadores generalmente tienen una longitud
de al menos 12 bases, méas preferentemente de al menos 15 bases, incluso mas preferentemente de al menos 18
bases. Los cebadores pueden tener una longitud de hasta 60 bases, aunque normalmente la mayoria tienen 40
bases de longitud. Los cebadores pueden incluir tanto bases que se encuentran de manera natural en el ADN, tales
como adenina, guanina, citosina y timidina, como también pueden incluir nucleétidos que no se encuentran
normalmente en el ADN, tal como inosina.

Uno de los cebadores (el cebador “aguas arriba”) debe modificarse para incorporar una fracciéon que pueda utilizarse
para unir el producto de la PCR a un soporte sélido. El cebador aguas arriba se define como el cebador que se
localiza en el lado opuesto de la region polimdrfica de interés relativa al sitio de restriccion de cuatro bases
flanqueante. En la técnica se conocen diversas fracciones de unidn diferentes. En una realizacion preferida, la
fraccion es biotina. En otra realizacion preferida, la fraccién es digoxigenina o seis histidinas.

La PCR se realiza utilizando los cebadores para amplificar una subregién que contenga un sitio polimérfico de
interés. En la técnica se conocen bien métodos para realizar la PCR. En una realizacion, los productos de la PCR se
normalizan o se sustraen por métodos conocidos en la técnica para reducir la representacién de las secuencias
dominantes. En Sambrook et al., 1989, Ausubel et al., 1992 Glover, 1985; Anand, 1992 se describen métodos
ejemplares.
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Etapa Il. Digestion del fragmento amplificado y unién a un soporte solido.

El fragmento amplificado se corta con la enzima de restriccion como se ha indicado en la etapa |. En esta etapa
puede utilizarse cualquier enzima de restricciébn siempre que corte en un sitio inmediatamente adyacente a la
secuencia polimérfica. En una realizacion preferida, la enzima es una enzima de restricciéon de cuatro bases. En la
técnica se conocen bien ejemplos de enzimas de restriccion de cuatro bases e incluyen muchas que estan
disponibles en el comercio. Véase, por ejemplo, New England Biolabs Catalog 2000. Como ejemplos de enzimas de
restriccion de cuatro bases se incluyen, sin limitacion, Alul, Bsh1236|, Dpnl, Hpall, Mbol, Mspl, Pall (un
isosquizomero de Haelll), Rsal, Sau3Al y Tagl. Después de la restriccion, el fragmento de ADN se une a un soporte
sélido. En la técnica se conocen bien numerosos soportes solidos para inmovilizar ADN. Como ejemplos se incluyen,
sin limitacion, perlas de estreptavidina, que podrian unirse a un producto de PCR marcado con biotina, y perlas de
anti-digoxigenina, que podrian unirse a un producto de PCR marcado con digoxigenina y perlas conjugadas con
niquel, que podrian unirse a un producto marcado con seis histidinas. En una realizacion preferida, se utilizan perlas
de estreptavidina (Figura 2).

Dado que la posicién de la etiqueta de SARD (analisis en serie de ADN ribosémico) la dictamina el primer sitio de
reconocimiento de la enzima de restriccion, distal al cebador biotinilado utilizado en la reaccién de PCR inicial, puede
haber casos en los que el primer sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion se localice dentro de una regién
conservada del gen de interés. En general, esto no supone un problema porque aunque las etiquetas de la region
conservada puede que no sean informativas, la mayoria de las etiquetas procedentes de SARD seran de una region
polimérfica y seran informativas. Sin embargo, si se desea disminuir el nimero de etiquetas que contengan
informacién de una regién conservada de un gen en lugar de una regién polimorfica, después de la restriccion se
pueden purificar los productos de la PCR deseados. En una realizacion preferida, esto puede llevarse a cabo
purificando en gel aquellos productos de la PCR que tengan el tamafio esperado.

Etapa Ill. Digestion del producto de amplificacion y ligamiento a enlazadores.

Los productos inmovilizados se dividen en dos grupos y los enlazadores se unen a los productos inmovilizados de
cada grupo. Cada enlazador es una molécula de ADN sintética bicatenaria (doble cadena) que comprende una
secuencia de ADN especifica. Ambos enlazadores incorporan un sitio de enzima de restriccion de tipo IIS. En una
realizacion preferida, los dos enlazadores incorporan el mismo sitio de enzima de restriccion de tipo 1IS. Cada uno de
los dos enlazadores también comprende una secuencia de ADN que se hibrida especificamente con un cebador. En
una realizacion, los enlazadores son idénticos entre si y se hibridan con el mismo cebador. En una realizacién
preferida, los enlazadores son diferentes entre si de tal manera que cada uno se hibrida con un cebador diferente.

El enlazador bicatenario se liga al producto de PCR inmovilizado. El enlazador puede incorporar el sitio de enzima
de restriccion de tipo IIS o puede incorporar solo una parte del sitio. En este caso, el enlazador se disefiara de tal
manera que el ligamiento del enlazador con el ADN restringido reconstituya el sitio de restriccién de tipo IIS. En una
realizacion preferida, el enlazador incorpora un sitio Bpml. El ligamiento de enlazador es muy conocido y puede
realizarse mediante cualquier método conocido en la técnica. Después del ligamiento, el producto PCR inmovilizado
se aisla de los enlazadores libres mediante cualquier método conocido en la técnica. Véase, por ejemplo, Velcelescu
et al., Science 270: 484-487, 1995; Powell, Nucleic Acids Research 14: 3445-3446, 1998; Sambrook et al., pags. F.8-
F.10, 1989.

Las enzimas de escision de tipo 1S escinden a una distancia definida de hasta 20 pares de bases, alejada de sus
sitios de reconocimiento asimétricos. Las enzimas de restriccion de tipo IS que se encuentran disponibles en el
comercio incluyen enzimas que dejan salientes en 5’ y las que dejan salientes en 3' como productos de ADN
bicatenarios. Algunas enzimas de la primera clase incluyen: BsrnFl (10/14), Bst711 (8/12) y Fokl (9/13), indicando el
namero entre paréntesis la posicion de escisién en la misma cadena de ADN que la de la posicién de la secuencia
de reconocimiento/escision en la cadena de ADN complementaria. Las enzimas de la segunda clase incluyen: Bpml
(16/14), Bsgl (16/14), Eco571 (16/14) y Gsul (16/14). El saliente en 3’ dejado por estas enzimas debe retirarse para
un ligamiento romo (etapa IV). Por lo tanto, las enzimas que escinden en las posiciones 16/14 dan como resultado
una etiqueta de 14 pares de bases. Otras enzimas que cortan en una posicién mas distal pueden crear una etiqueta
méas grande. Por ejemplo, Mmel (20/18) deja un saliente en 3’, pero no esta disponible en el comercio (Tucholski, J.
et al., 1995, Mmel, a class-1IS restriction endonuclease: purification and characterization. Gene 157: 87-92).

Etapa IV. Digestion del producto con la enzima de restriccion de Tipo IS

El producto se digiere con la enzima de restriccion de Tipo IIS apropiada para liberar un fragmento de ADN de la
perla de anclaje y producir un fragmento de ADN hibrido corto que contenga una parte de la region polimorfica del
ADN de interés (la etiqueta) y el ADN enlazador. Después de la digestion, el ADN debe rellenarse o digerirse para
crear extremos romos. Si la enzima de restriccion del Tipo 1S produce un saliente en 3', el fragmento se digiere con
ADN polimerasa de T4 ADN para retirar el saliente en 3'. Si la enzima de restriccion de Tipo IIS produce un saliente
en 5, el saliente debe rellenarse utilizando desoxinucleétidos apropiados y el fragmento Klenow de la ADN
polimerasa |. El fragmento de ADN se separa del resto del producto PCR inmovilizado. En una realizacion preferida,
los dos grupos de productos de PCR inmovilizados se digieren con Bpml para liberar los marcadores polimoérficos y
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se digieren con ADN polimerasa de T4 para crear extremos romos (Fig. 2).
Etapa V. Ligamiento de etiquetas y amplificacion por PCR de las dietiquetas resultantes

Utilizando métodos muy conocidos en la técnica las etiquetas se ligan entre si por extremos romos para formar
dietiquetas. Véase, por ejemplo, Sambrook et al., 1989; Velcelescu et al.,, Science 270:484-487, 1995.
Posteriormente, las dietiquetas se amplifican por PCR utilizando cebadores que son exclusivos para los enlazadores
utilizados en la Etapa Ill. En una realizacion preferida, los cebadores son diferentes entre si, si los enlazadores
utilizados en la Etapa Il eran diferentes entre si. Como alternativa, los cebadores pueden ser iguales si los
enlazadores utilizados en la Etapa Il eran idénticos entre si. El nUmero de reacciones de amplificacion por PCR
variara dependiendo de la cantidad de ADN presente en el material de partida. Si hay una gran cantidad de ADN,
entonces Unicamente se requiere una amplificacion PCR en esta etapa, en la que cada reaccion comprende
aproximadamente 15-30 ciclos. Si la cantidad de ADN inicial es baja, entonces en esta esta etapa puede requerirse
mas de una reaccion de amplificacion PCR.

Etapa VI. Escision de las Dietiquetas y Ligamiento para formar Concatameros de Dietiquetas.

Las dietiquetas se escinden con la enzima de restriccién de cuatro bases utilizada en la Etapa Il. Después, los
productos se ligan para crear concatameros de dietiquetas. En una realizacion, los concatameros de dietiquetas
varian de 2 a 200 dietiquetas. En una realizacion mas preferida, el concatdmero comprende 20-50 etiquetas
polimérficas. El concatdmero puede secuenciarse directamente, o puede clonarse en un vector de secuenciacion.
Utilizando un secuenciador de ADN capilar de 96 canales, en un dia pueden analizarse facilmente unas 12.000
etiguetas. Como alternativa, los concatdmeros pueden secuenciarse manualmente.

Métodos para analizar datos de marcadores

La invencion se refiere a métodos para analizar la diversidad genética de una poblacién en una muestra. Cada
poblacién que se analiza tendra su propio conjunto de organismos o genes diferentes El conjunto de datos que se
captura de cada muestra debe recapitular la estructura genética en un formato de estudio que incluya un marcador
para cada gen u organismo y la abundancia relativa de cada gen u organismo en la poblacion en su totalidad. Los
marcadores para una poblacién particular a partir de perfiles de diversidad de marcadores (PDM), pueden
introducirse en una base de datos. Véase, por ejemplo, la Fig. 8 que muestra un esquema para la generacion de
dicha base de datos. EI método a través del cual se capturan los datos no es critico siempre que produzca una
representacion exacta de cada poblacién.

En un aspecto del método, los PDM se introducen en una base de datos. En una realizacion preferida, la base de
datos se mantiene en una forma legible por ordenador, tal como un disquete, o un disquete no extraible, o un
servidor en red, o en una pagina Web. Sin embargo, el método mediante el cual se capturan los datos no es critico
siempre que se produzca una representacion exacta de cada comunidad microbiana.

Los sistemas de inteligencia artificial (IA) pueden ejecutar muchas funciones de gestion y analisis de datos Los
ejemplos de sistemas IA incluyen sistemas expertos y redes neuronales. Los sistemas expertos analizan datos de
acuerdo con una base de conocimiento junto con una base de datos residente. Las redes neuronales estan
constituidas por unidades de procesamiento interconectadas que pueden interpretar multiples sefiales de entrada y
generar una sola sefial de salida. Los sistemas IA se adaptan perfectamente para analizar sistemas biolégicos
complejos que incluyen poblaciones utilizando protocolos de deduccion.

Un marcador puede correlacionarse con una condicion particular o con otro marcador. Véase, por ejemplo, la Fig. 9
para un esquema de las etapas implicadas en la determinaciéon de parametros particulares asociados con un PDM y
la Fig. 10, que muestra un esquema de generacion de una base de datos matricial de diversidad de marcadores.
Una condicién o estado puede ser una condicion ambiental, tal como pH, temperatura, salinidad, o la presencia o la
ausencia de un compuesto organico o inorganico, tal como hidrocarburos, nitratos o depdsitos minerales. Una
condiciéon puede ser una condicion fisiolégica o médica, tal como una patologia aguda o crénica, un estado
fisiolégico, una fase de desarrollo o puede estar asociada a un tejido o fluido corporal particular. Junto con los PDM
también puede grabarse informacion con respecto a todos los pardmetros conocidos asociados a las muestras.

Cada perfil de diversidad de marcadores (PDM) estd compuesto por marcadores que representan un pequefio
numero de especies 0 genes, mas preferentemente una especie o un gen. Por ejemplo, en el caso del Ejemplol,
cada marcador comprenderia una secuencia de ADNr 16S polimoérfica de 12 pares de bases. Dichos parametros que
estan relacionados con muestras ambientales pueden incluir componentes inorganicos (obtenidos a través de
andlisis de adsorcién atébmica), componentes organicos (obtenidos a través de GC-MS o LC-MS), analisis de tamafio
de grano, pH y salinidad. Los parametros que estan relacionados con muestras médicas incluirian, pero sin
limitacion, una historial médico completo del donante. Véase, por ejemplo, la Fig. 11, que muestra un esquema para
aplicaciones de mapeo utilizando perfiles de diversidad de marcadores.

En otro aspecto de la invencion, los PDM se recogen durante una evolucién temporal, y cada momento es uno de los

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2632538 T3

parametros incluidos. Las evoluciones temporales pueden ser Utiles para rastrear cambios con el tiempo para una
amplia variedad de indicaciones. Por ejemplo, las evoluciones temporales pueden ser Utiles para rastrear la
progresion de una enfermedad, durante esfuerzos de remediacién ambiental y durante la produccién de campos
petroliferos.

En otro aspecto de la invencion, los PDM se recogen durante una evolucién temporal, y cada momento es uno de los
parametros incluidos. Las evoluciones temporales pueden ser Utiles para rastrear cambios con el tiempo para una
amplia variedad de indicaciones. Por ejemplo, las evoluciones temporales pueden ser Utiles para rastrear la
progresion de una enfermedad, durante esfuerzos de remediacion ambiental y durante la producciéon de campos
petroliferos.

En otro aspecto de la invencion, los PDM se recogen en diversas localizaciones distintas, tal como en diversas
localizaciones geograficas o en diversos tejidos corporales. La comparacion de los PDM recopilados de diversas
localizaciones distintas es Util para diferenciar cambios entre estas diversas localizaciones, lo cual puede ser
indicativo de condiciones ambientales o patologias particulares.

La comparacion de perfiles de diversidad de marcadores puede revelar tendencias en poblaciones ya sea relativas al
tiempo o a una localizacidn geografica. En este primer caso, las comparaciones de poblaciones microbianas pueden
resolver informacion espacial sobre el ambiente que de otra manera no podrian detectarse. Como ejemplos de dicha
informacién se incluyen patrones de migracion de agua, de compuestos organicos y de minerales. Por ejemplo, los
depdsitos placeres de minerales estan causados por la accion tanto del agua como del viento haciendo que los
minerales migren desde un depdsito de lodo a una localizaciéon Unicamente para depositarse en otra localizacion. La
migracion de dichos minerales puede conducir a una traza detectable sobre las poblaciones microbianas en la
trayectoria de migracion. También pueden detectarse atributos fisicos del entorno, tales como estructuras,
formaciones y lineas de falla. Normalmente se entiende que las fallas ofrecen una via de migracion vertical
significativa para gases, tales como metano, que se sabe los microbios utilizan diferencialmente. Combinando los
datos PDM con coordenadas geograficas, tales como altura, longitud y latitud, que pueden obtenerse faciimente con
dispositivos de sistema de posicionamiento global, es posible crear mapas que delimiten la distribucién de diversos
microbios en el entorno.

Los andlisis de correlacion entre un marcador y todos los marcadores restantes en la base de datos, revelaran pares
de marcadores con propensidad a coincidir. Este proceso puede repetirse de una manera repetitiva en todos los
marcadores para producir una matriz de coeficientes de correlacion entre todos los marcadores observados. La Fig.
5 muestra un dispersograma de dos pares de marcadores, presentando uno de los pares un alto grado de
correlacion. Esta estrategia también puede utilizarse para crear un dendrograma que refleje el nivel de correlacion
relativo entre cada marcador. Por lo tanto, en cualquier nivel de correlacion seleccionado, todos los marcadores
observados pueden dividirse en grupos en los que los marcadores de cada grupo comparten el mismo nivel de
correlacion con cada otro miembro del grupo. Si se selecciona un valor alto de coeficiente de correlacion (p, €j., 0,8),
los marcadores de cada grupo podrian, en la mayoria de los casos, encontrarse en la misma muestra. Por lo tanto,
este ejercicio dividira una poblacion determinada en grupos de genes u organismos que tengan una propensidad a
localizarse conjuntamente entre si. En una realizacién preferida, el ejercicio dividira una comunidad microbiana en
grupos de microbios que tengan una propensidad a localizarse conjuntamente.

Los andlisis de correlacion entre un marcador (variable 1) y un parametro de muestra (variable 2) identificaran
marcadores cuya presencia a menudo, o invariablemente, coincida con un componente presente en las muestras.
En La Fig. 6 se muestran algunos tipos de relaciones entre marcadores y componentes de muestra (0 parametros).
Un fuerte valor de correlaciéon entre un marcador y un parametro de muestra permitird realizar predicciones sobre la
abundancia de cualquier variable (marcador o parametro de muestra) siempre que se conozca una las variables.

En algunos casos, un marcador no sera especifico para una sola especie o gen. Por ejemplo, la secuencia etiqueta
gue se identificaria por la estrategia representada en el Ejemplo 1 identificaria Denitrobacter permanens y Legionella
anisa. En los casos en los que se encuentra una correlacion significativa entre un marcador y un parametro de
muestra de interés, la accion preferida es utilizar la informacion de secuencia de etiqueta para identificar la
secuencia génica completa. Después la secuencia puede utilizarse para identificar las secuencias y para identificar
sondas especificas de especie para verificar la correlacion. Esto puede realizarse utilizando métodos conocidos en la
técnica, tales como mediante PCR o mediante hibridacién a moléculas de ADN aisladas de la muestra de interés,
seguido de secuenciacion o de otros métodos de andlisis.

Las sondas especificas de especie, que se identifican de marcadores con una fuerte correlaciéon con un parametro
de muestra de interés, pueden utilizarse después como un diagndstico, o para prospectar el parametro de interés.
Dichos ensayos estarian basados preferentemente en PCR y serian muy sensibles, rapidos y asequibles. En una
realizacién preferida, un marcador identificado por estos métodos puede utilizarse como una sonda de hibridacion
para identificar un trozo de ADN mas grande del cual procede este marcador. La secuencia de la molécula de ADN
mas grande puede después utilizarse para disefiar cebadores que se hibriden especificamente con la molécula de
ADN de interés y que pueden utilizarse para amplificar especificamente la molécula de ADN por PCR. Como
alternativa, se puede utilizar un ensayo basado en hibridacion utilizando una sonda que se una especificamente a la
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molécula de ADN de interés. El uso de cebadores o de sondas es especialmente Util para determinar rapidamente si
una gran cantidad de muestras contiene la molécula de ADN que se correlaciona con el parametro de interés.

En una realizacion preferida, se identifica un marcador que se correlaciona con un parametro deseado. EI marcador
puede identificarse utilizando SARD, o puede identificarse utilizando otro método, tal como polimorfismos de longitud
de fragmentos de restriccion (RFLP, del inglés Restriction Fragment Length Polymorphism) o polimorfismos de
longitud de fragmentos de restriccion terminales (T-RFLP, del inglés Terminal Restriction Fragment Length
Polymorphism, Liu et al., Applied and Environmental Microbiology 63:4516-4522, 1997). Para identificar diferencias
de tamafo.puede utilizarse un método tal como electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE, del
inglés Denaturing gradient gel electrophoresis). En una realizacién preferida, para identificar el marcador se utiliza
SARD. Otras muestras se exploran para determinar si tienen el marcador de interés. En una realizacion preferida, la
exploracion utilizada es PCR o hibridacion, mas preferentemente es PCR. En una realizacion aiun mas preferida, el
marcador se correlaciona con la presencia de reservas minerales o petroliferas.

El analisis de correlacion entre los PDM (PDMn, variable 1; PDMn+1, variable 2) puede revelar las similitudes
relativas entre muestras. Se espera que muestras tomadas del mismo individuo o de sitios ambientales préximos,
que tienen similar composicién, muestren un fuerte coeficiente correlacién (Fig. 7A). Sin embargo, se espera que las
muestras que comparten solo un parametro, o solo algunos parametros en comun, no muestren una correlacién
significativa cuando se consideran todos los marcadores (Fig. 7B). Incorporando el conocimiento aprendido de las
correlaciones entre Marcadores y entre Marcador/Parametro, los PDM pueden compararse utilizando en el analisis
marcadores individuales o preferentemente, subconjuntos de marcadores correlacionados (Fig. 7C). Esta estrategia
puede eliminar mucha interferencia y permite identificar relaciones ocultas.

El analisis de correlacion puede realizarse mediante cualquier método o calculo conocido en la técnica. El analisis de
correlacion parary r puede realizarse como describe M. J. Schmidt en Understanding and Using Statistics, 1975
(D.C. Health and Company), pags. 131-147. El grado de correlacion para r puede definirse de la siguiente manera:

1,0 Perfecto
0,8-0,99 Alto
0,5-0,7 Moderado
0,3-0,4 Bajo

0,1-0,2 Insignificante

En una realizacion, la correlacién entre los dos marcadores o entre un marcador y un parametro es al menos baja (r
es de 0,3 a 0,4). En una realizacion preferida, la correlaciéon es al menos moderada (r es de 0,5 a 0,7). En una
realizacién mas preferida, la correlacién es alta (r es de 0,8 a 0,99).

Con el desarrollo de numerosas tecnologias genémicas para analizar conjuntos complejos de acidos nucleicos, se
tiene la oportunidad de comenzar a catalogar el reservorio de la diversidad microbiana, y por tanto, metabdlica. Dado
que la proliferacién de un microbio en una localizaciéon determinada dependera de la presencia de los nutrientes
metabdlicos necesarios, la informacion como la abundancia de ese microbio puede servir como un biosensor para un
conjunto de parametros determinado. Cuando se considera como un conjunto, la estructura de la comunidad
microbiana en una determinada localizacién, contendra un potencial biosensor intrinseco para una amplia serie de
parametros. La fiabilidad predictiva de los datos de una comunidad microbiana completa también aumentara
significativamente. Por ejemplo, si un microbio determinado estuviese presente en el 50 % de las muestras de suelo
extraidas por encima de los depésitos de petréleo y no se encontrase en ninguiin otro lugar, entonces la presencia de
diez de dichos microbios podria crear un valor predictivo con una precision de 99,9 %.

Aplicaciones de lainvencion
Exploracion Geoquimica y Mineral

Los métodos descritos en la presente invencién tienen diversos beneficios sobre las tecnologias existentes. Por
ejemplo, en el campo de la exploracion geoquimica, andlisis basados en ADNr genodmico posiblemente podran
resolver un amplio conjunto de parametros geoquimicos de interés con respecto a las industrias del petréleo y
minera. Actualmente, se requieren muchas tecnologias diferentes para medir estos parametros. Dado que esta
invencion se basa en una medicién universal, la deteccion de acido nucleico, esta puede reducir enormemente la
instrumentacion y los costes externalizacién de muestras.

Los depdsitos de aceite y gas se localizan muy cerca de la superficie de la tierra a profundidades que varian desde
unos 30,4 cm (100 pies) a mas de 3048 ms (10.000 pies). Cuando se forma el aceite, este experimenta una
migracion en la que se produce una de dos cosas. El aceite puede continuar migrando hasta que finalmente alcanza
la superficie, donde se evapora con el tiempo. Como alternativa esta migracién puede bloquearse mediante una
estructura impermeable, denominada “"trampa". Los métodos geofisicos (tales como métodos sismicos
tridimensionales) para la exploracién de petréleo se basan en el hallazgo de estas estructuras trampa con la
esperanza de que contengan aceite.
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El aceite crudo esta constituido por una diversidad de longitudes de cadena de hidrocarburo. Los hidrocarburos mas
ligeros (en particular, metano, etano, propano y butano) a menudo pueden difundirse a través de las estructuras
trampa y, como resultado de los gradientes de presion, experimentar una migracion vertical hacia la superficie.
Determinados microbios presentes en la superficie o en la capa de la superficie pueden utilizar estos hidrocarburos
en migracion, lo que ocasionalmente produce cambios mineralégicos que son detectables en la superficie. Por tanto,
cabe esperar que estos hidrocarburos en migracion afecten a las poblaciones microbianas, de tal manera que la
capacidad de determinar la diversidad genética de una poblacién microbiana puede revelar firmas microbianas que
sean indicativas de la presencia de aceite.

Avances recientes en microfluidica en la industria genémica han dado como resultado el desarrollo de instrumentos
gue pueden detectar acidos nucleicos especificos en pocos minutos. La utilizacion de dichos instrumentos permitira
realizar en el campo mediciones de diversos parametros. En cambio, los ensayos quimicos convencionales
requieren andlisis de laboratorio e interpretacion.

Se han creado biosensores con capacidad de detectar hidrocarburos que estan presentes al nivel de deteccién, o
por debajo de este, de instrumentacién analitica de tipo GC-MS sofisticada (Sticher, P. et al., 1997, Development
and characterization of a wholecell bioluminescent sensor for bioavailable middle-chain alkanes in contaminated
groundwater samples. Appl Environ Microbiol. 63:4053-4060). Sticher et al. demostraron que utilizando un solo gen
indicador en un microbio modificado genéticamente que comprende un gen indicador, se podian detectar cambios
extremadamente pequefios en su ambiente en respuesta a un tratamiento agudo con un hidrocarburo particular. La
presente invencion puede documentar el efecto sobre una poblacion que comprende miles de microbios durante el
tiempo geoldgico y por tanto tiene la posibilidad de ser mas sensible que los instrumentos analiticos actuales.

La presente invencién también puede utilizarse para crear un estudio de entidades biolégicas que esté limitado solo
por el requisito previo de que estas entidades contengan acidos nucleicos que estén dispuestos en regiones que
estan conservadas y en regiones que sean polimérficas cuando se comparan con secuencias de organismos
relacionados. Mas adelante se describen algunos ejemplos adicionales de la aplicacién de la presente invencion.

Desarrollo de depdésitos de aceite y gas

Ademas de la aplicacién de la presente invencién en la exploracion del petréleo, la presente invencion también
puede utilizarse en el desarrollo de depdsitos de aceite y gas. Diversas propiedades de depésitos de aceite que
afectan directamente a la viabilidad comercial de los depésitos las modulan, a un determinado nivel, los microbios.
Algunas veces hay sulfuro de hidrégeno en el aceite crudo y puede convertir, de otra manera, el aceite ‘dulce’ en
aceite ‘avinagrado’. Ademas de su efecto corrosivo sobre el equipo del campo petrolifero, el H,S también plantea un
riesgo para los trabajadores y reduce significativamente el valor de un depdésito de aceite debido a que para eliminar
el gas debe instalarse una planta de lavado. Los niveles de H,S pueden cambiar durante el desarrollo de un
deposito y ahora se piense que es el resultado de bacterias reductoras de sulfato (Leu, J.-Y. et al., 1999, 1999, The
same species of sulphate-reducing Desulfomicrobium occur in different oil field environments in the north sea. Lett.
Appl. Microbiol. 29(4):246-252). Identificando la presencia de microbios que pueden conducir a la produccion de
H>S, la valoracién de nuevos depésitos y las estrategias de desarrollo resultantes podria volverse mas eficaces.

El aceite crudo y el gas natural estan compuestos por una mezcla compleja de hidrocarburos que incluyen
hidrocarburos de cadena lineal de longitudes generalmente comprendidas entre 2 y 40 atomos de carbono. Los
hidrocarburos de longitud de cadena mas corta son mas valiosos (p, €j., gasolina, C4-C). En algunos depositos de
aceite, los hidrocarburos mas ligeros se extraen selectivamente durante o antes del desarrollo del depdsito. Se
sospechaba que los microbios desempefiaban una funcién en este proceso ya que los hidrocarburos de longitud de
cadena mas corta estan mas biodisponibles. La presente invencion puede identificar microbios que estan implicados
en este proceso y por lo tanto puede hacer predicciones en cuanto a la susceptibilidad de determinados depdsitos
del empobrecimiento de dichos hidrocarburos de cadena corta. La presente invencién también permite identificar
microbios capaces de acortar los hidrocarburos de cadena larga aumentando por lo tanto el valor de los depdsitos
existentes.

Deteccion de insectos y parasitos

El significativo impacto negativo que los insectos pueden tener sobre la agricultura es muy conocido. Los insectos
también sirven como vectores para la transmision de muchos microbios causantes de enfermedades. Se han
descrito numerosas relaciones entre insectos y microbios. Por ejemplo, el género de bacterias Wolbachia se
encuentra asociado con muchas especies de hormigas y se ha observado que altera la determinacion del sexo y la
fecundidad en el hospedador (Wenseleers, T. et al., 1998, Widespread occurrence of the micro-organism Wolbachia
in ants. Proc. R Soc. Lond. B. Biol. Sci. 265(1404):1447-52). Ademas, en las hormigas se han identificado muchas
especies de bacterias endosimbioticas intracelulares (Schroder, D. et al., 1996, Intracellular endosymbiotic bacteria
of Camponotus species (carpenter ants): systematics, evolution and ultrastructural characterization. Mol. Microbiol.
21:479-89). Probablemente, la mayoria de los insectos, si no todos, tienen relaciones intimas, especificas de
especie, con microbios, lo que podria representar un talén de Aquiles para el control de poblaciones de insectos. La
invencion descrita en esta solicitud proporcionaria un medio para identificar microbios que modulen el bienestar de
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una especie de insecto determinada.

Posiblemente, la identificacién de microbios que estan especificamente asociados a un insecto determinado,
también podria servir como una base para un ensayo muy sensible para determinar la presencia del insecto. Por
ejemplo, los métodos actuales para identificar la presencia de termitas en estructuras de madera se basan en
inspeccion visual y no son muy adecuados. Un ensayo para detectar la presencia de un microbio asociado a termitas
que se base en amplificacion por PCR seria tanto muy sensible como no invasivo.

Adicionalmente, la capacidad de crear inventarios exhaustivos de diversidad microbiana tiene diversas aplicaciones
en lo que respecta a ecologia microbiana que podria ser Gtil en la industria agricola. Por ejemplo, la industria
agricola utiliza enormes cantidades de pesticidas para prevenir profilacticamente la pérdida de cultivos. La presente
invencion proporciona la capacidad de realizar estudios exhaustivos de poblaciones microbianas y puede conducir a
predicciones tales como la susceptibilidad de un campo determinado contra fitopatdgenos particulares. Este
conocimiento conduciria a mejorar las estrategias de las aplicaciones pesticidas.

Adicionalmente, el estudio de la diversidad microbiana en un entorno, tal como un campo agricola en diversos
momentos del afo, revelaria los cambios dinamicos que se producen en las poblaciones microbianas como
resultado de fluctuaciones estacionales (temperatura y humedad), aplicacion de pesticidas y proliferacién de
determinados organismos.

La comparacion de los perfiles de diversidad extraidos del mismo sitio o de un sitio similar en diferentes momentos
revelaria interacciones entre especies en una poblacién. Estas interacciones productivas pueden manifestarse en si
mismas bien en el aumento o disminucion en la representacién de un marcador relativo a la disminucion o aumento
en la representacion de un segundo marcador, respectivamente.

Dicha informacion proporcionaria una advertencia temprana de la proliferacion de especies de plagas, asi como la
identificacion de especies que son patdgenas contra especies de plagas. Esos organismos patdégenos pueden tener
valor bien como un agente biolégico para controlar la proliferacion de especies de plagas y/o como una fuente para
genes 0 compuestos que actuarian como pesticidas. Este fendmeno no estd limitado a interacciones entre
microbios. Los huevos, asi como las fases larvarias de los insectos, probablemente interaccionan con los microbios
del suelo y crean un impacto detectable sobre las poblaciones microbianas. Un ejemplo de tal organismo es Bacillus
thuringiensis, que en si mismo se utiliza normalmente en la agricultura organica como un agente insecticida. El gen
responsable de esta actividad insecticida (toxina Bt) se ha utilizado en gran medida para crear plantas transgénicas
con resistencia al ataque causado por insectos.

Biorremediacién

Se ha realizado una cantidad de esfuerzo considerable en el desarrollo de métodos para la eliminacion, basada en
microbios, de productos quimicos del medio. Dichos productos quimicos incluyen metales pesados, aromaticos
polinucleares (PNA “polynuclear aromatics”), aromaticos halogenados, aceite crudo y diversos otros compuestos
organicos tales como MTBE. Las consideraciones reguladas para la eliminacion de microorganismos en el medio
han redirigido esfuerzos hacia la identificacion y aumento del crecimiento de organismos endémicos que tienen la
capacidad de metabolizar o eliminar del medio compuestos de interés.

La presente invencion puede facilitar esfuerzos de biorremediacion en dos sentidos. En primer lugar, pueden
identificarse organismos en un lugar determinado que previamente se haya demostrado que pueden eliminar
compuestos de interés o que tengan una probabilidad significativa de tener la capacidad de metabolizar los
compuestos relevantes basandose en su coincidencia en el medio con los productos quimicos en numerosos
escenarios geologicos. En segundo lugar, la presente invencion puede identificar tendencias de tipos de suelos y
especies microbianas particulares. En este caso, las correlaciones que se extraen desde las bases de datos entre la
distribuciéon microbiana y los tipos de suelo pueden combinarse con la base del conocimiento de geoquimica
existente. Por ejemplo, el Servicio Geoldgico de los Estados Unidos, USGS, proporciona muchos mapas disponibles
al publico que describen numerosos parametros geoquimicos y geofisicos. Las extrapolaciones de la distribucion de
las especies microbianas pueden realizarse a nivel regional, y posiblemente mundial. Estas distribuciones
microbianas extrapoladas pueden servir como base para regimenes de tratamiento especificos de sitio para
aumentar el crecimiento de determinadas especies relevantes sin realizar primero un estudio microbiano.

Ciencia forense

La presente invencion, particularmente el andlisis SARD, también puede utilizarse en aplicaciones forenses. En los
ultimos diez a veinte afios se han enfocado estudios sobre los cambios que se producen en el cuerpo de una
persona o de un animal después de su muerte. Muchos de estos cambios implican cambios en las poblaciones
microbianas que aparecen durante la descomposicion del organismo. Los cambios en dichas poblaciones
microbianas se han correlacionado con el tiempo que transcurre desde que una persona muere y con las
condiciones que el cuerpo experimenta después de la muerte, por ejemplo, calor, exposicién solar, inhumacion
parcial o completa, exposicion a la lluvia, etc. Los analisis SARD permitirian a los cientificos forenses determinar de
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un modo rapido y exacto el tamafio y los tipos de las poblaciones microbianas, que a su vez pueden utilizarse para
determinar tiempos mas precisos de muerte asi como las condiciones a las que el cuerpo ha estado expuesto.

Otras aplicaciones

Esta estrategia puede utilizarse para cualquier region polimdrfica en un genoma microbiano. Este método tampoco
requiere limitarse a genes. La secuencia de ADN de regiones intergénicas de genomas no esta bajo un alto nivel de
presion selectiva y por tanto, representa una secuencia de ADN muy polimorfica. Un ejemplo de dicha region es la
regién intergénica entre las regiones que codifican las subunidades de ADNr grande (23S) y pequefa (16S). Los
métodos descritos anteriormente pueden utilizarse para diferenciar miembros de una poblacion basandose en
diferencias de tamafio de la region intergénica entre los genes de ADNr 16S-23S o 23S-5S. La regién espaciadora
entre estos genes se ha descubierto que es hipervariable en poblaciones microbianas. En el caso de la region
intergénica 16S-23S, el tamafio del espaciador varia entre aproximadamente 200-1500 pares de bases dependiendo
de la presencia o de la ausencia de diversos genes de ARNt. (Nour M. 1998, 16S-23S and 23S-5S intergenic spacer
regions of lactobacilli: nucleotide sequence, secondary structure and comparative analysis, Res. Microbial.
149(6):433-448; Berthier F. et al., 1998, Rapid species identification within two groups of closely related lactobacilli
using PCR primers that target the 16S/23S rRNA spacer region, FEMSMicrobiol Lett. 161(1):97-106; Tilsala-
Timisjarvi A. et al., 1997, Development of oligonucleotide primers from the 16S-23S rRNA intergenic sequences for
identifying different dairy and probiotic lactic acid bacteria by PCR Int. J. Food Microbial. 35(1):49-56). Estos dos
genes de ADNr se transcriben en el mismo operén. Por lo tanto, las regiones conservadas de la secuencia
codificante de ADNr de estas subunidades pueden utilizarse para amplificar las regiones intergénicas.

Para que la presente invencion pueda entenderse mejor, se exponen los siguientes ejemplos. La finalidad de estos
ejemplos es Unicamente ilustrativa y en ningun caso deben considerarse como limitantes del alcance de la invencion.

EJEMPLO 1
Analisis en serie de etiquetas polimorficas de ADNr del dominio Eubacteria

Se obtuvo una muestra que comprendia bacterias ambientales y se extrajo ADN total de la muestra. Para amplificar
el ADN, se realiz6 PCR mezclando tampon de reaccién Advantage2 5 pl 10X (Clontech), los dNTP 2,5 pl, cebadores
TX9/TX16 5 ul, 8 uM, 50 ng de ADN de muestra, Taq polimerasa Advantage2 0,5 ul (Clontech) y agua hasta 50 pl.
El cebador TX9 se marcd con biotina. Los cebadores se muestran en la Fig. 12 y en la Fig. 13 se muestra una
estrategia general de este ejemplo. Después, la mezcla de reaccion se someti6 a PCR con las siguientes
condiciones:

a) 94 °C durante 5 minutos;

b) 94 °C durante 1 minuto, 10 segundos;
¢) 55 °C durante 50 segundos;

d) 68 °C durante 1 minuto;

e) repetir las etapas (b) a (d) 20 veces; y
f) 68 °C durante 2 minutos.

El producto de la PCR, de aproximadamente 600 pares de bases, se purificé en gel utilizando agarosa al 1 % y un kit
Qiaquick (Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. EI ADN se eluy6 con Tris-EDTA (TE; Tris 10 mM
pH 8; EDTA 1 mM) 50 pl. Para restringir el ADN amplificado, se afiadié tampon n.° 2 New England Biolabs (NEB n.°
2) 10X para llevar la concentracién del tampdén a 1X y se afiadieron 25 unidades de Alul. La mezcla de reaccion se
incub6 durante 2 horas a 37 °C; se afiadieron 25 unidades MAS de Alul y la mezcla de reaccion se incub6 durante
una hora mas seguido de inactivacion de la enzima a 65 °C durante 20 minutos.

Para inmovilizar en una perla el fragmento de ADN restringido, se afiadié el mismo volumen de tampdn BW 2X (2X
BW = Tris 10 mM, pH 7,5; EDTA 1 mM; NaCl 2 M) a la mezcla de reaccion, seguido de la adicién de perlas de
Estreptavidina (SA) M-280 (Dynal) lavadas 50 pl. La mezcla de reaccién se incubd durante 20 minutos a temperatura
ambiente. Después, las perlas se lavaron dos veces en BW 1X y dos veces en tampon de lavado (Tris 10 mM, pH 8,
MgSO4 10 mM; NaCl 50 mM). Durante la tltima etapa de lavado, las perlas se dividieron en dos grupos.

Para afadir los enlazadores al ADN inmovilizado, un grupo de perlas se resuspendio en 4 pl de enlazador TX-12/13
10 uM (una molécula de ADN bicatenario que comprende los cebadores TX-012 y TX-013) para formar el grupo A,
mientras que el otro grupo (grupo B) se resuspendié en 4 ul de enlazador TX-14/15 10 uM (una molécula de ADN
bicatenario que comprende los cebadores TX-014 y TX-015) al que se afadié el otro grupo. Se afiadieron 36 pl de
mezcla de ligasa de T4 (tampon ligasa 10X, 4 pl; agua 32 pl, ligasa T4 0,2 pyl  [400 U]) a la mezcla de
enlazador/perla y la mezcla se incubé durante una noche a 16 °C.

La molécula de ADN unida a las perlas de estreptavidina se incubé después con Bpml, que reconoce su secuencia

de restriccion especifica (GAGGTC) en la molécula de ADN. Bpml escinde el ADN de tal manera que libera la perla
de estreptavidina de la molécula de ADN e incorpora una parte de la regién polimorfica de la primera molécula de
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ADN amplificada. Las perlas se lavaron dos veces con 0,5 ml cada vez con 1 x BW y dos veces con tampén de
lavado. Las perlas se resuspendieron en una mezcla de Bpml 10 pl (10 X NEB n.° 3 1 ml [New England Biolabs],
albumina de suero bovino 1 ug/pl 1 yl, agua 8 ul y Bpml 1 yl [New England Biolabs])). La mezcla de reaccion se
incub6 a 37 °C durante 2 horas y después a 65 °C para inactivar la enzima. El sobrenadante que contenia las
etiquetas de ADN se aisl6 después.

Para eliminar el saliente 3’ de las etiquetas de ADN y hacer romos los extremos, al sobrenadante (10 pl) en hielo se
le afiadi6 la mezcla de polimerasa de T4 10 pl (1 pul 10X NEB n.° 2; DNTP 4 mM 0,5 pl, agua 8,5 pl y polimerasa de
T4 0,33 yl [1 U, New England Biolabs]). La reaccién se incubé a 12 °C durante 20 minutos y a 65 °C durante 20
minutos para inactivar la polimerasa. Para formar dietiquetas, se combinaron el grupo Ay el grupo B para dar un
volumen total de 40 pl. Se afadieron 4 yl de ATPr 10 mM y 0,2 pl de ADN ligasa de T4 (400 U) y la reaccion se
incubé desde 4 horas hasta toda la noche a 16 °C.

Como una etapa de amplificacién intermedia, las dietiquetas se amplificaron después en una reaccion PCR 300 pl
(tampdn Taq Advantage2 10X 30 pl, dNTP 4 mM 15 pl; mezcla de cebadores TX111/TX12130 30 pl 8 uyM; Taq
polimerasa Advantage2 3 ul; molde de dietiqueta 3 ul; agua 219 ul). La mezcla de reaccion de 300 ul se dividié en
tres reacciones de 100 ul y se amplificé utilizando las siguientes condiciones:

a) 94 °C durante 5 minutos;

b) 94 °C durante 30 segundos;

¢) 56 °C durante 30 segundos;

d) 68 °C durante 40 segundos;

e) repetir las etapas (b) a (d) durante 15 ciclos; y
f) 68 °C durante 2 minutos.

Después de la amplificacion, se afiadieron tres volimenes (900 pl) de tampdn QG (Qiagen) y un volumen (300 pl) de
isopropanol, la mezcla se uni6 a una columna de espin de extraccion en gel (Qiagen) y el ADN se eluyé con TE 50 ul

El ADN amplificado se sometio después a electroforesis en gel de poliacrilamida no desnaturalizante (PAGE; Novex
1 mm 10 % gel TBS-PAGE). El gel se tifi6 con bromuro de etidio 5 pg/ml, las dietiquetas de aproximadamente 106
pares de bases se escindieron del gel, el gel escindido se fragmentd y se afiadieron 0,3 ml de TE al gel y se incub6 a
65 °C durante 30 minutos. La mezcla de gel/TE se transfirié a una columna de espin miniprep (Qiagen) y el eluato
que contenia las dietiquetas amplificadas se recogié (molde de dietiqueta). EI ADN amplificado se denominé molde
de dietiqueta P300.

Para determinar el nimero 6ptimo de ciclos PCR para la amplificacion a gran escala (titulacion del ciclo PCR), se
mezclaron 6,4 pl de molde de dietiqueta P300 con 8 ul de tampén Tag Advantage2 10X, dANTP 4 pl 4 mM, cebadores
TX111/TX121 8 pl, Tag polimerasa Advantage2 0,8 pl y agua 52,8 pl. La mezcla de reaccion se dividid en tres
reacciones de 25 yl y se amplificé durante 6, 8 o 10 ciclos utilizando las condiciones PCR descritas anteriormente
para la etapa de amplificacion intermedia. Después de la amplificacién, los productos de ADN se desalinizaron y
purificaron utilizando una Columna de espin de Extraccién en Gel de Qiagen como se describe anteriormente
excepto que se Unicamente se utilizaron 75 pl de tampon QG y 25 pl de isopropanol, y los productos de ADN se
eluyeron con 20 yl de TE. El numero de ciclos que dio lugar a la dietiqueta mas larga de 106 pares de bases se
produjo sin ninguna mancha vertical detectable por andlisis TBS-PAGE al 10 % que se utiliz6 para la amplificacién a
gran escala.

Para la amplificacion de dietiquetas a gran escala, se mezclaron 180 ul de tampén Taq Advantage2 10X, dNTP 90 pl
4 mM, mezcla de TX111/TX121 180 yl 8 uM, 18 pl de Tag polimerasa Advantage2, 144 yl de molde de dietiqueta
P300 y 11881 pl de agua conjuntamente y después se dividié en 18 reacciones de 100 pl. La PCR se realizd6 como
se ha descrito en lineas anteriores utilizando el nUmero de ciclos que se determind para la etapa de titulacion
anterior. Las reacciones de la PCR se desalinizaron afiadiendo tres volimenes de tampon QG y un volumen de
isopropanol a las reacciones y se pasaron a través de un total de cuatro columnas de espin de extraccién en gel de
Qiagen. Cada columna se eluyé con 50ul de TE. Las muestras se sometieron a PAGE preparativa no
desnaturalizante (Novex 1,5 mm 10 % TBS-PAGE). Las bandas de ADN se tifieron y se escindieron como se ha
indicado anteriormente y se dividieron en tres tubos. La poliacrilamida se fragment6 y se eluyé utilizando TE como se
ha descrito anteriormente y el ADN se purificé pasando el contenido de la mezcla gel/TE a través de una columna
Miniprep Spin Plasmid Qiagen como se ha descrito anteriormente.

Para precipitar el ADN, se afiadieron 1 ul de glicogeno, 150 ul de acetato de amonio 10M y 1125 ul de etanol a cada
eluato de aproximadamente 300 pl. La mezcla se incubé a -80 °C durante 20 minutos y se microcentrifugbé a
13000 rpm a 4 °C durante 15 minutos. El sedimento se lavd con etanol al 70 % 1 ml y se sec6 a 37 °C durante 5
minutos.

Los sedimentos de ADN se resuspendieron en mezcla de Alul 150 pyl (15 pul de NEB n.° 2, 135 pl de agua y 15 pl de

Alul [150 U]). La mezcla de reaccion se incub6 a 37 °C durante 2 horas. Se afiadieron 150 pl de tampén BW 2X y la
muestra se transfirid6 a un nuevo tubo que contenia 150 perlas SA compactadas. Las perlas se incubaron con la
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mezcla de ADN durante 30 minutos a temperatura ambiente y las perlas se sedimentaron magnéticamente. El
sobrenadante se retird, se extrajo con fenol/cloroformo/alcohol isoamilico 250 ul y la fase acuosa se precipitd con
acetato de amonio 150 pl 10M y etanol 1125 pl durante una noche a -80 °C. EI ADN se centrifugé a 13000 rpm a
4 °C durante 15 minutos, el sedimento se lavé con etanol al 70 % y se secé. Esta etapa elimina cualquier enlazador
libre que pueda haber, asi como cualquier producto de ADN incompletamente digerido que ain permaneciese unido
a los enlazadores marcados con biotina.

Para concatenar las dietiquetas, el sedimento de ADN se resuspendi6é en mezcla de ligasa 10 yl (tampdn ligasa 10X
1 ul; agua 9 uly T4 ligasa 1 ul [100 U]) y se incubd a 16 °C durante 30 minutos. EI ADN se precipité afiadiendo 40 ul
de TE, 25 ul de acetato de amonio 10M y etanol 180 pl. EI ADN se precipitdé durante 15 minutos a -80 °C y se
centrifugd, se lavd y sec6 como se ha indicado anteriormente.

Las dietiquetas concatenadas se purificaron, resuspendiendo el sobrenadante en tampon de carga TBE 1X y
sometiendo la muestra a PAGE no desnaturalizante (TBE-PAGE al 8 %). El area entre 0,5 a 1,2 kb se escindio y el
ADN se eluy6 del gel en TE 300 ul como se ha descrito anteriormente. EI ADN se precipitd utilizando glicogeno 1 pl,
acetato de amonio 150 pl 10M y 1125 pl de etanol. EI ADN se precipitd, se centrifugd, se lavd y se secé como se ha
indicado anteriormente.

Las dietiquetas concatenadas se clonaron en pUC19 resuspendiendo el sedimento de ADN en pUC19 (ADN
plasmidico, aproximadamente 100 ng) cortado con Smal 3 yl y afiadiendo mezcla de T4 ligasa 7 pl (tampédn ligasa
10X 1 pl, agua 6 pl y T4 ligasa 0,2 pl [400 U]). La mezcla de plasmido/dietiqueta se incubd durante 2 horas a 16 °C y
se utilizé 1 pl de la mezcla para transformar células DH10B quimicamente competentes 100 pl. Los transformantes
resistentes a amp se exploraron por PCR utilizando, como cebadores de la PCR, pUC/m13 directo/inverso de 17
meros. Después, se secuenciaron los transformantes que contenian las dietiquetas concatemerizadas.

Ejemplo 2
Analisis SARD de una poblacion definida

Se realiz6 SARD esencialmente como se describe en el Ejemplo 1. En este ejemplo, se mezclaron muestras de ADN
gendmico bacteriano disponibles en el comercio, a la misma concentracion (peso/volumen). Las muestras de ADN
bacteriano utilizadas incluyeron Bacillus subtilis, Clostridium perfringens, Escherchia coli, Lactococcus lactis y
Streptomyces coelicolor. Se mezclaron los mismos volimenes de las muestras de ADN (ADN gendmico total) a una
concentracion de 50 nD/ul, cada uno. El Cuadro | muestra el tamafio de los genomas de cada especie bacteriana, el
numero de copias de ADNr 16S por genoma y el porcentaje molar de copias de 16S por cada especie bacteriana en
la muestra de ADN total.

Cuadro |
Bacteria Genoma (Mb)| Copias de 16S/Genomal % Molar
B. subtilis 4,2 10 17,2
C. perfringens| 4,4 10 16,4
E. coli 4,6 7 11,0
L. lactics 2,4 10 30,7
S. coelicolor |8,0 6 54

Después del SARD, se secuenciaron 120 etiquetas. ElI Cuadro Il muestra el nimero y el porcentaje de etiquetas
esperado en comparacion con el nimero y el porcentaje de etiquetas observado para la poblacion. Véase también la
Fig. 14.

Cuadro |l
Bacteria Numero de etiquetas| Namero de etiquetas| Porcentaje de etiquetas| Porcentaje de etiquetas|
esperado observado esperado observado

B. subtilis 21 44 172 % 36,7 %

C. perfringens | 20 18 16,4 % 15,0 %

E. coli 13 8 11,0 % 6,7 %

L. lactis 37 35 30,7 % 29,2 %

S. coelicolor |6 6 54 % 5,0 %

Cada uno de los genes de ADNr de estas especies produjo una etiqueta SARD que era diferenciable de los otros
miembros del conjunto. Como puede observarse, se encontraron aproximadamente el doble de etiquetas que
correspondian al ADNr de 16S de B. subtilis en comparacion con lo esperado, basandose en el porcentaje molar de
ADNr 16S de B. subtilis. La observacion de que B. subtilis parecia ser dos veces mas abundante que lo esperado ya
se habia descrito anteriormente. Farrelly et al. (Farrelly, V. F. et al., 1995, Effect of genome size and rrn gene copy
number on PCR amplification of 16S rRNA genes from a mixture of bacterial species. Appl. Environ. Microbiol. 61(7):
2798-2801) describieron resultados similares cuando se amplificaba por PCR el gen de ADNr 16S de poblaciones
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mixtas de ADN genomico. Llegaron a la conclusion de que este fendbmeno era el resultado de la organizacion en
tandem de los operones rrn en el genoma de B. subtilis donde genes de ADNr miltiples pueden amplificarse como
un solo producto. Las etiquetas restantes se descubrieron a abundancias proximas a los valores esperados
(desviacion < 40 %).

Ejemplo 3
Analisis SARD de diversidad bacteriana ambiental

Para demostrar que el método SARD podia utilizarse para estudiar la diversidad bacteriana ambiental, se extrajo
ADN total de dos muestras de suelo (Wy-1 y Wy-2) tomadas del Centro Rocky Mountain Oilfield Testing (RMOTC,
Casper, Wyoming) en octubre del 2000. Las muestras se recogieron a una distancia de aproximadamente 8,05 km
(0,5 millas) y a una profundidad de 0,36-0,46 m (14-18 pulgadas). Las muestras ambientales de ADN se sometieron
a andlisis SARD como se describe en el Ejemplo 1. En un analisis preliminar, se identificaron 148 etiquetas de la
muestra Wy-1y 234 etiquetas de la muestra Wy-2 (Figuras 15 y 16, respectivamente).

En la muestra Wy-1, se identificaron 58 etiquetas distintas y la abundancia de cada etiqueta variaba. La etiqueta mas
abundante (ATGGCTGTCGTCAGCT) constituia aproximadamente el 34 % de la poblacion. Esta secuencia de
etiqueta era idéntica a la de muchas secuencias bacterianas del GenBank y su posicion dentro del gen de ADNr 16S
indica que se localizada en una region conservada localizada distal al sitio de restriccién Alul dirigido. En otras
palabras, la contribucién del gen, o de los genes, de 16S en esta etiqueta no contenia el sitio Alul conservado. Dado
que la posicion de etiqueta SARD la dictamina el primer sitio Alul distal al cebador marcado con biotina utilizado en
la reaccién de PCR inicial, es probable que el primer sitio Alul en el gen o genes 16S contribuyentes se localice
aguas abajo dentro de una region conservada. Para disminuir el nimero de etiquetas que no contienen el sitio Alul
conservado cerca de la region polimérfica, se puede purificar en gel los productos de la PCR de aproximadamente
100 pares de bases después de la primera etapa de restriccion con Alul. Sin embargo, esto puede dar como
resultado la pérdida de alguna informacién. No obstante, el 39 % de las etiquetas (58/148) en este conjunto era
diferente entre si. Véanse las Figuras 15y 17.

Se descubrié que la muestra Wy-2 contenia 79 etiquetas diferentes de un total de 234 que se examinaron. Por tanto,
el 34 % de las etiquetas (79/234) en este conjunto eran diferentes entre si. Véanse las Figuras 16 y 17. Como
ocurria en el caso de la muestra Wy-1, la etiqueta ATGGCTGTCGTCAGCT, que representa una secuencia
conservada en un gen de ADN 16S, era mas abundante y constituia aproximadamente el 30 % de la poblacion.

La combinacién de etiquetas de los dos conjuntos revela un total de 105 etiquetas diferentes de un total de 382
etiquetas. Por tanto, 26 de 58 etiquetas diferentes (45 %) en la muestra Wy-1 no estaban presentes en la muestra
Wy-2. Del mismo modo, 47 de 79 etiquetas diferentes (59 %) en la muestra Wy-2 no estaban presentes en Wy-1.
Las etiquetas que solo se encontraban en una de las muestras eran candidatas para bacterias con un valor indicador
para diversos pardmetros asociados con cada muestra. Sin embargo, en este andlisis preliminar no se intentd
obtener todas las etiquetas presentes en las dos muestras, por lo que no se puede llegar a la conclusiéon de que
alguna o la mayoria de las etiquetas encontradas en una muestra no estén presentes en la otra muestra. Por tanto,
no se puede llegar a la conclusion de que en estas dos muestras haya etiquetas que sean indicadores para varios
parametros asociados con cada muestra. No obstante, un andlisis completo de estas muestras puede proporcionar
dichos indicadores.

Ejemplo 4
Analisis en serie de etiquetas polimorficas de ADNr del dominio Arquea

El método descrito en el Ejemplo 1 también puede aplicarse para el dominio Arquea. El dominio Arquea esta
constituido por dos reinos conocidos, Euriarqueota y Crenarqueota (Pace, N. R. 1997, A molecular view of microbial
diversity and the biosphere. Science 276: 734-740). Para estudiar estos dos dominios puede utilizarse un conjunto
de oligonucleétidos y de enzimas de restriccion.

En este ejemplo, se disefiaron los siguientes oligonucledétidos: 5 biotina-
TA(CT)T(CT)CCCA(GA)GCGG(CT)(GCT)(GC)(GA)CTT(AGCT)-3' que corresponde a la posicion 817-838 del gen de
ADNr 16S de Methanococcus jannaschii (niumero de registro del GenBank M59126) y (5'-
GGTG(TGC)CA(GC)C(CA)GCCGCGGTAA(TC)ACC(AGCT)-3' que corresponde a la posicion 457-481 del gen de
ADNr 16S de Methanococcus jannaschii.

En este ejemplo, se utilizd un sitio Bfal (CTAG) que corresponde a la posicion 768-771 del gen de ADNr 16S de
Methanococcus jannaschii. Este sitio flanquea inmediatamente una regién polimorfica.

El método SARD se ensay6 por ordenador utilizando 17 representantes del dominio Arquea (Figura 4). Quince de las

etiquetas SARD que pudieron identificarse eran todas exclusivas para este conjunto (Tabla Il). Dos especies del
género Methanobacterium no poseian ningin sitio Bjal en la regién que podria amplificarse y por lo tanto no
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produciria ninguna etiqueta.
Ejemplo 5
Estudio de regiones de ADNr polimérficas amplificadas por PCR

Los cebadores oligonucleotidicos que son complementarios a regiones conservadas que flanquean inmediatamente
una region polimoérfica pueden utilizarse para amplificar las secuencias de ADN polimérficas. Las secuencias de
cebadores oligonucleotidicos pueden incluir sitios de restriccion existentes o introducidos que permiten la clonacion
subsecuencia en un vector bacteriano. Utilizando o introduciendo diferentes sitios de restriccion en cada cebador, los
productos de la PCR digeridos por enzimas de restriccion pueden concatemerizarse de una manera unidireccional
antes de la clonacién. Esta etapa permitiria realizar un andlisis de secuencias en serie de mdltiples regiones
polimorficas a partir de un solo producto recombinante.

Ejemplo 6
Estudio de productos de traduccidn de regiones polimérficas de ADNr 16S

Las regiones polimérficas de ADNr 16S también pueden investigarse identificando en paralelo los productos de
traduccién de una region polimérfica determinada. Podrian disefiarse oligonucleétidos de tal manera que pudieran
servir para amplificar una regién polimérfica. El cebador en 5’ también podria incluir un sitio de union a la polimerasa
de T7 u otro sitio de unién a la polimerasa, una secuencia consenso Kozak, un codén ATG iniciador y un epitopo
para facilitar la purificacién. Como ejemplos de epitopos se incluyen hemaglutinina (HA), myc, Flag o polihistidina.
Después de la amplificacién, los productos se someten a transcripcién/traduccion in vitro para producir los productos
peptidicos. Estos péptidos se purifican del extracto celular y se analizan por espectrometria de masas. Este tipo de
una estrategia se ha aplicado para la identificacion de mutaciones en el gen de BRCA1 (Garvin, A M. et al., 2000
MALDI-TOF based mutation detection using tagged in vitro synthesized peptides. Nature Biotechnol. 18: 95-97).

Aunque este proceso no proporciona rapidamente informacion de secuencia de ADN a partir de la cual deducir la
taxonomia, permitiria la creacion de perfiles de diversidad microbiana constituidos por ’etiquetas de masa’. Estas
etiguetas de masa podrian utilizarse para identificar correlaciones entre etiquetas especificas y diversos parametros
de muestra. Para ensayar el contenido de la informacion de esta estrategia, se tradujo por ordenador una region
polimérfica de los genes de ADNr 16S de las especies de la Figura 3. De las 34 regiones polimoérficas examinadas,
32 produjeron una etiqueta con una masa Unica en este conjunto (Tabla III).

Otra estrategia para traducir las regiones polimérficas amplificadas podria ser clonar y expresar las secuencias en
células completas. Por ejemplo, podrian disefiarse oligonucleétidos para amplificar regiones polimoérficas que
incluyesen secuencias en los extremos 5’ que permitiesen la clonacién por recombinacion homoéloga en levaduras.
Estas secuencias podrian clonarse en un casete de expresién para crear una fusion entre una proteina secretada, tal
como factor alfa o invertasa, y un epitopo para facilitar la purificacién y la secuencia de aminoacidos traducida o de
la region polimorfica de ADNr. La recombinacion homologa en levaduras es bastante solida y puede permitir
facilmente el aislamiento de 10°-10* recombinantes independientes en una sola placa de transformacién. Los
productos secretados pueden aislarse del medio e identificarse por espectrometria de masas.

Ejemplo 7
Hibridacién de ADNr microbiano con oligonucleétidos inmovilizados

Una complicaciéon con el uso de sondas oligonucleotidicas cortas en micromatrices de ADN es la inestabilidad de los
diplex de oligonucledtidos cortos. Una posible solucion a este problema es sintetizar sondas que incluyan
secuencias degeneradas para alojar secuencias desconocidas. La longitud de oligonucleétidos la dictamina el
numero de degeneraciones, o de permutaciones por secuencia, que han de incluirse. Por ejemplo, un
oligonucledtido nonamérico completamente degenerado requiere 4° 0 262.144 secuencias oligonucleotidicas
diferentes. La hibridacién eficiente de oligonucleé6tidos nonaméricos no es posible utilizando condiciones estandar.
Una solucion ha sido incorporar una etapa de ligamiento en la hibridacion de una secuencia diana con una sonda
oligonucleotidica nonamérica (Gunderson, K. L. et al., 1998, Mutation detection by ligation to complete n-mer DNA
arrays. Genome Res. 8: 1142-1153).

Otra solucion seria aumentar de un modo eficaz la longitud del oligonucleétido incluyendo en el cebador nucleétidos
gue no sean degenerados. Esta estrategia podria aplicarse a un estudio de una comunidad microbiana construyendo
sondas oligonucleotidicas que estdn compuestas por una regidon constante que corresponde a una region bien
conservada de un gen de ADNr 16S junto con una secuencia degenerada que corresponde a la region polimorfica
flanqueante.

Un ejemplo de dicha coleccion de oligonucledtidos degenerados para el dominio Bacteria podria incluir
permutaciones del siguiente cebador: 5’-AACGAGCGCAACCNNNNNNNNN-3’, donde N indica cualquier nucleétido
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en esa posicion. Esta secuencia corresponde a la posicion 1101-1122 del gen de ADNr 16S de E. coli (nimero de
registro del GenBank E05133). Como alternativa, podrian disefiarse cebadores de tal manera que estuviesen
compuestos por una mezcla de posiciones semidegeneradas (por ejemplo, A o G) y posiciones degeneradas (por
ejemplo, A, G, C o T), de secuencia constante.
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Tabla ll

N.° de registro

Especie del GenBank Secuencia de etiqueta Posicion
Crenarqueota
Aeropyrum pernix D83259 CTAGGGGGCGGGAG 614-627
Desulfurococcus mobiles M36474 CTAGGTGTTGGGTG 856-869
Staphylothermus marinus X99560 CTAGGTGTTGGGCG 770-783
Metallosphaera sedula X90481 CTAGGTGTCGCGTA 756-769
Sulfolobus acidocaldarius D14053 CTAGGTGTCGAGTA 785-798
Sulfolobus metallicus D85519 CTAGGTGTCACGTG 744-757
Caldivirga maquilingensis AB013926 CTAGCTGTTGGGTG 773-786
Pyrobaculum islandicum LO7511 CTAGCTGTCGGCCG 781-794
Euriarqueota
Archaeoglohus fulgidus X05567 CTAGGTGTCACCGA 780-793
Archaeoglobus veneficus Y10011 CTAGGTGTCACCGG 758-771
Haloarcula japonica D28872 CTAGGTGTGGCGTA 762-775
Halococcus morrhuae D11106 CTAGGTGTGGCGTT 765-778
Methanococcus jannaschii M59126 CTAGGTGTCGCGTC 768-781
Methanobacterium bryantii AF028688 Ninguna
Methanobacterium subterraneum X99045 Ninguna
Pyrococcus abyssi 270246 CTAGGTGTCGGGCG 767-780
Picrophilus oshimae X84901 CTAGCTGTAAACTC 742-755
Tabla lll
Especie N.° de registro Secuencia peptidica P.M. Posicién
del GenBank
Desulfurobacterium AJ001049 RAQPLSLVASG* 1097,40 1079-1136
thermolithotrophum
Aquificales OPS132 no cultivada AF027104 RAQPLSCVTSG* 1117,40 1074-1131
Bacteroides caccae X83951 RAQPLSSVTNRSC* 1417,70 1069-1126
Actinomyces bovis X81061 RAQPLSRVASTLWWGLAGD 2083,60 1088-1145
Actinomyces meyeri X82451 RAQPLPYVASTLWWGLVGD 2128,60 1082-1139
Denitrobacterium detoxiflcans AF079507 RAQPLPHVASIRLGTHGG 1866,50 1039-1094
Bacteria BPCI10 GNS no cultivada AF154084 RAQPLLYVIRVIPD 1652,10 1074-1116
Bacteria GCA004 GNS no cultivada AF154104 RAQPSLYVTRIIRD 1687,10 1080-1122
Bacteria GCA112 GNS no cultivada AF154100 RAQPSPYVIRVIRD 1669,00 1082-1124
Acetobacter aceti AF127399 RAQPLSLVASMFGWAL* 1746,30 1038-1095
GlInconobacter asati AB024492 RAQPLSLVASTFRWAL* 1815,30 1034-1092
Burkholderia sp. 1B1 X92188 RAQPLSLVATQEHSRET 1922,20 1094-1144
Denitrobacter permamns Y12639 RAQPLPLVATFSWAL* 1669,10 1077-1131
Desulfobacter curvatus M34413 RAQPLSLVASTLCGNSNET 1960,40 1116-1172
Desulfobulbits sp. BG25 u85473 RAQPLPLVASSSAGHSKGT  1863,40 1114-1170
Legionella anisa X73394 RAQPLSLVAST* 1141,40 1078-1135
Clon SB-1 mineralizante de benceno AF029039 RAQPLPLVANRSSWGL* 1764,20 1077-1134
Escherichia coli E05133 RAQPLSFVASGPAGNSKET  1916,30 1103-1159
Acidobacterium Sub. Div-1 no cultivada 2773363 RAQPLSLVASGSSRAL* 1612,10 775-832
Acidobacterium Sub. Div-1 no cultivada  Z73365 RAQPLSSVAIGSSRATLAK 1912,50 777-835
Acidobacterium Sub. Div-1 no cultivada  Z73368 RAQPLFASCHH* 193350 779-835
Acidobacterium Sub. Div-1 no cultivada  Z73364 RAQPLFAQLPSFSWALCRN  2204,80 778-835
Acidobacterium Sub. Div-1 no cultivada  U68659 RAQPLLPXAII* 1218,70 573-630
Acidobacterium Sub. Div-1 no cultivada  D26171 RAQPLLPVATI* 1177,50 1035-1090
Acidobacterium Sub. Div-1 no cultivada  X97101 RAQPLSPVAII* 1163,50 943-998
Acidobacterium Sub. Div-1 no cultivada  X97098 RAQPLSSVATI* 1141,40 1054-1109
Acidobacterium Sub. Div-1 no cultivada  AP047646 RAQPLFLVATI* 1227,60 1035-1090
Acidobacterium Sub. Div-1 no cultivada  AF050548 RAQPSSLVANTLW* 1441,70 572-629
Acidobacterium Sub. Div-2 no cultivada  U68612 RAQPLUVVATRKRELYVD 2150,60 577-630
Acidobacterium Sub. Div-2 no cultivada Y07646 RAQPLHWATPQGGTLRG 1857,30 1085-1140
Acidobacterium Sub. Div-3 no cultivada X97097 RAQPSSLVANPQGKHPKGT 1972,40 1060-1116
Acidobacterium Sub. Div-3 no cultivada U68648 RARPLSCVAII* 1197,70  574-629
Acidobacterium Sub. Div-3 no cultivada  AF013515 RAQPLSCVANPQGCTLRR 1969,50 1057-1112
Acidobacterium Sub. Div-3 no cultivada  AF027004 RAQPSPCVATPPRAGALSGD 1950,40 1036-1096

* Indica que en la secuencia polimérfica se encontré un codén de terminacién en marco
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<210>1

<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 1
acgatgagca ctagct 16

<210>2

<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 2
acgatgagta ctagct 16

<210>3

<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 3
acgatgatga ctagct 16

<210>4

<211> 16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 4
acgatggatg ctagct 16

<210>5
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<211> 16
<212> ADN
<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 5
atgctagtct ggagct 16

<210> 6

<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 6
atggctgtcg tcagct 16

<210>7

<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 7
atggttgtcg tcagct 16

<210>8

<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 8
attccgtgcece gtagcet 16

<210>9

<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400>9
cactagtggc gcagct 16

<210> 10

<211> 16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 10
cccecegtgee gaaget 16

<210> 11
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<211> 16
<212> ADN
<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 11
cceecegtgece gcaget 16

<210> 12
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 12
cceccttect ccagct 16

<210> 13
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 13
cceceggtgec gcaget 16

<210> 14
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 14
ccgggtagtc ccagct 16

<210> 15
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 15
cctecegtgee gaaget 16

<210> 16

<211> 16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 16
cctcegtgee gecaget 16

<210> 17
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<211> 16
<212> ADN
<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 17
ccteegtgct geagcet 16

<210> 18
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 18
cctcggegec gcaget 16

<210> 19
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 19
cctcggtgec gcagcet 16

<210> 20
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 20
cctcggtgtc gecagcet 16

<210> 21
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 21
cctgggtgece gcaget 16

<210> 22

<211> 16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 22
cctgtgtgac gaagct 16

<210> 23
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<211> 16
<212> ADN
<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 23
ccttggtaac gaagct 16

<210> 24
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 24
ccttggtacc gaagct 16

<210> 25
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 25
cgccagtgcc gtagct 16

<210> 26
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 26
cgcctgtgec gtagcet 16

<210> 27

<211>16

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 27

cgtccgtgece gaagct 16
<210> 28

<211> 16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 28
cgtcegtgee gecaget 16

<210> 29
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<211> 16
<212> ADN
<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 29
cgtcggtgee gcaget 16

<210> 30
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 30
ctceegtgec geagct 16

<210> 31
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 31
ctceegtgec ggagcet 16

<210> 32
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 32
ctccggtgec gecagcet 16

<210> 33
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 33
ctcetgtgec gaagcet 16

<210> 34

<211> 16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 34
ctcctgtgece geagcet 16
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<210> 35

<211> 16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 35
ctgcegtgee gaaget 16

<210> 36
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 36
ctgctgtgcc gaagct 16

<210> 37

<211> 16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 37
ctgtcgtgcc gaagct 16

<210> 38
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 38
cttcagtatc gaagct 16

<210> 39
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 39
cttccgegee ggaget 16

<210> 40
<211> 16
<212> ADN

<213> desconocido
<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 40
cttccgtgece gcagcet 16
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<210>41

<211> 16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 41
cttcegtgece ggagct 16

<210> 42
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 42
cttcggtgcec gecagct 16

<210> 43
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 43
cttctgtggc gaagct 16

<210> 44
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 44
gatccgtgcec gtagcet 16

<210> 45
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 45
gctctgtgee gaagct 16

<210> 46

<211> 16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 46
gctgggtgcec caagct 16
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<210> 47

<211> 16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 47
ggtcegtgee geaget 16

<210> 48
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 48
ggtgctcttc ggagct 16

<210> 49
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 49
gtaaacgatg gaagct 16

<210>50
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 50
gtggctgtcg tcagcet 16

<210>51
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 51
gttccgtgec gaagct 16

<210> 52

<211> 16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 52
gttccgtgec gecagcet 16
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<210> 53

<211> 16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 53
tatcagtggc gcagct 16

<210> 54
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 54
tcteegtgee geagcet 16

<210> 55

<211> 16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 55
tctetgtgece gecagcet 16

<210> 56

<211>16
<212> ADN
<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 56
tctetgtgec gtagcet 16

<210> 57
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 57
tgtccgtgec gtagct 16

<210> 58

<211> 16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 58
tttccgtgee geagcet 16

33



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2632538 T3

<210> 59

<211> 16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 59
acgatgataa ctagct 16

<210> 60
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 60
acgatgatga caagct 16

<210>61

<211> 16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 61
acgatgggca ctagct 16

<210> 62
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 62
acggctgtcg tcagct 16

<210> 63
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 63
actacgagcg caagct 16

<210> 64

<211> 16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 64
acttaatgcg ttagct 16
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<210> 65

<211> 16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 65
atgctagtct ggagct 16

<210> 66
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 66
atggctctcg tcagct 16

<210> 67

<211> 16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 67
atggctgtcg ccagct 16

<210> 68
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 68
atggctgtcg tcagct 16

<210> 69
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 69
atggttgtcg tcagct 16

<210>70
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 70

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2632538 T3

atgtagacct ggagct 16

<210>71

<211> 16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 71
attccgtgcc gcagct 16

<210>72
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 72
attccgtgcece gtagcet 16

<210> 73

<211> 16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 73
cacaagcggt ggagct 16

<210> 74
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 74
cactagtggc gcagct 16

<210> 75
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 75
catccgtgec gaagct 16

<210>76
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 76
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ccccagggec caagct 16

<210> 77
<211> 16
<212> ADN

<213> Desconocido
<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 77
ccceggtgec gecagcet 16

<210>78
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 78
cccgcegtgec ggagcet 16

<210> 79

<211> 16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 79
ccgceggtgcec gtagct 16

<210> 80
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 80
ccgggtagte ccaget 16

<210> 81
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 81
ccgggtagtc ctagct 16

<210> 82
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 82
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cctcegtgec gaaget 16

<210> 83

<211> 16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 83
cctcegtgec geagct 16

<210> 84
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 84
cctcegtgec ggagcet 16

<210> 85

<211> 16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 85
cctcgtaagg ggagcet 16

<210> 86
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 86
cctgggtgee geagcet 16

<210> 87
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 87
cctggtagtc ccagct 16

<210> 88
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 88
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cctggtagtc ctagct 16

<210> 89

<211> 16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 89
ccttagtaac gcagct 16

<210> 90
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 90
ccttggtaac gaagct 16

<210>91

<211> 16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 91
cgccagtgcc gaagct 16

<210> 92
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 92
cgccggtgee geaget 16

<210> 93

<211> 16
<212> ADN
<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 93
cgcctgtgec gtagcet 16

<210> 94
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado
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<400> 94
cgctegtgge gaagct 16

<210> 95
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 95
cggaggcgtc gtagct 16

<210> 96
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 96
cgtcagtgtc gcagct 16

<210> 97
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 97
cgtccgtgec gaagct 16

<210> 98
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 98
cgtcegtgee gcaget 16

<210> 99

<211> 16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 99
cgtccgtgec ggagct 16

<210> 100
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado
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<400> 100
cgtcggtgee geagcet 16

<210> 101
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 101
ctccagtgcc gcagct 16

<210> 102
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 102
ctccegtgeec acaget 16

<210> 103
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 103
ctccegtgec gcaget 16

<210> 104
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 104
ctecegtgee ggagcet 16

<210> 105
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 105
ctccggtgec gecagcet 16

<210> 106
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado
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<400> 106
ctcctgtgece gecagcet 16

<210> 107
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 107
ctgccgegec ggagcet 16

<210> 108
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 108
ctgcegtgece gaagct 16

<210> 109
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 109
ctgccgtgcec taagcet 16

<210> 110
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 110
ctgcggtgee geagcet 16

<210> 111
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 111
ctgctgtgcc gaagct 16

<210> 112

<211> 16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado
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<400> 112
ctgtcgtgcc gaagct 16

<210> 113
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 113
cttccgegece ggagcet 16

<210> 114
<211>16
<212> ADN

<213> desconocido
<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 114
ctccegtgee gaaget 16

<210> 115
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 115
cttccgtgec gecagcet 16

<210> 116
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 116
cttccgtgece ggagct 16

<210> 117

<211> 16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 117
cttcggtgcec gcagcet 16

<210> 118

<211> 16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado
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<400> 118
cttcggtgtc gcagct 16

<210> 119
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 119
cttgggtgcc gcagct 16

<210> 120
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 120
ctttagtaac gcagct 16

<210> 121
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 121
gacccgcaag ggagct 16

<210> 122
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 122
gatccgtgee geagcet 16

<210> 123

<211> 16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 123
gctcecgtgec gaagct 16

<210> 124
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado
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<400> 124
gctccgtgec gtagcet 16

<210> 125
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 125
gctctgtgece gaagct 16

<210> 126
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 126
gctetgtgec gtagct 16

<210> 127
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 127
gggcttgtcg tcagct 16

<210> 128
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 128
gtaaacgatg gaagct 16

<210> 129

<211> 16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 129
gttccgtgec gecagcet 16

<210> 130

<211> 16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado
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<400> 130
gttccgtgcece gtagcet 16

<210> 131
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 131
gttctgtgcc gcagcet 16

<210> 132
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 132
tctcacgaca cgagct 16

<210> 133
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 133
tctcagtaac gtagct 16

<210> 134

<211> 16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 134
tcteegtgee geagcet 16

<210> 135

<211> 16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 135
tctetgtgece gecagcet 16

<210> 136

<211> 16

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
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<223> organismo del suelo no identificado

<400> 136
tggacgttgc ggagct 16

<210> 137
<211>16

<212> ADN

<213> desconocido

<220>
<223> organismo del suelo no identificado

<400> 137
tttccgtgece ggagct 16

<210> 138

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<220>

<221> modified_base
<222> (1)..(1)

<223> Biotina

<400> 138
gtgtaghrgt gaaatdcdya 20

<210> 139

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 139
ytcacgrcay gagctgacga c 21

<210> 140
<211>28
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Oligonucledtido

<220>

<221> modified_base
<222> (1)..(1)

<223> 5’ Fosfato

<220>

<221> modified_base
<222> (28)..(28)
<223> Didesoxi

<400> 140
gctccaggtc tacatcctag tcaggacc 28

<210> 141
<211> 24
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 141
ataggtcctg actaggatgt agac

<210> 142

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido

<220>

<221> modified_base
<222> (1)..(1)

<223> 5’ Fosfato

<220>

<221> modified_base
<222> (28)..(28)
<223> Didesoxi

<400> 142

ES 2632538 T3

24

gctccagact agcatccgct gacttgac 28

<210> 143
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Oligonucleétido

<400> 143
aatgtcaagt cagcggatgc tagt

<210> 144

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<220>

<221> modified_base
<222> (1)..(1)

<223> Biotina

<400> 144
ggtcctgact aggatgtaga c

<210> 145

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

24

21
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<220>

<221> modified_base
<222> (1)..(2)

<223> Biotina

<400> 145
gtcaagtcag cggatgctag t 21

<210> 146

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido

<220>

<221> modified_base
<222> (1)..(1)

<223> Biotina

<400> 146
ggattagawa cccbggtagt ¢ 21

<210> 147

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 147
ataggtcctg actaggatgt agacctggag

<210> 148

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 148
aatgtcaagt cagcggatgc tagtctggag

<210> 149

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<220>

<221> modified_base
<222> (1)..(1)

<223> 5’ Fosfato

<220>
<221> modified_base
<222> (27)..(27)

ES 2632538 T3

30

30
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<223> Didesoxi

<400> 149
ctccaggtct acatcctagt caggacc

<210> 150

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 150
ataggtcctg actaggatgt agacctggag

<210> 151

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<220>

<221> modified_base
<222> (1)..(2)

<223> 5’ Fosfato

<220>

<221> modified_base
<222> (27)..(27)
<223> Didesoxi

<400> 151
ctccagacta gcatccgctg acttgac

<210> 152

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 152
aatgtcaagt cagcggatgc tagtctggag

<210> 153

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<220>

<221> modified_base
<222> (1)..(1)

<223> Biotina

<400> 153
ctcgatagtc acggtcctga ctaggatgta gac

ES 2632538 T3
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<210> 154

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido

<220>

<221> modified_base
<222> (1)..(1)

<223> Biotina

<400> 154
caggttgcaa cggtcaagtc agcggatgct agt 33

<210> 155

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<220>

<221> modified_base
<222> (1)..(2)

<223> Biotina

<220>

<221> misc_feature
<222>(22)..(22)
<223>A,G,CoT

<400> 155
taytycccar gcggybsrct tn 22

<210> 156

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<220>

<221> misc_feature
<222> (25)..(25)
<223>A,G,CoT

<400> 156
ggtgbcascm gccgeggtaa yacen 25

<210> 157

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido

<220>

<221> misc_feature
<222> (14)..(22)
<223>A,G,CoT
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<400> 157
aacgagcgca accnnnnnnn nn 22

<210> 158

<211> 16

<212> ADN

<213> Desulfurobacterium thermolithotrophum

<400> 158
gtcagttgcc gaagct 16

<210> 159
<211>16

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Acuificales OPS132 no cultivado

<400> 159
gtccgtgecg taagcet 16

<210> 160

<211> 16

<212> ADN

<213> Bacteroides caccae

<400> 160
atggttgtcg tcagct 16

<210> 161

<211> 16

<212> ADN

<213> Actinomyces bovis

<400> 161
tttccgegec gtagcet 16

<210> 162

<211> 16

<212> ADN

<213> Actinomyces meyeri

<400> 162
tttctgcgcec gtagcet 16

<210> 163

<211>16

<212> ADN

<213> Denitrobacterium detoxificans

<400> 163
cctcecgegcec geagcet 16

<210> 164

<211> 16

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Bacteria BPC110 GNS no cultivada

<400> 164
cccggtagtc ctagct 16
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<210> 165

<211> 16

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Bacteria GCA004 GNS no cultivada

<400> 165
catcggtgec geagct 16

<210> 166
<211>16

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Bacteria GCA112 GNS no cultivada

<400> 166
cggcggtgcee gtaget 16

<210> 167

<211> 16

<212> ADN

<213> Acetobacter aceti

<400> 167
actcagtgtc gtagct 16

<210> 168

<211>16

<212> ADN

<213> Gluconobacter asaii

<400> 168
actcagtgtc gaagct 16

<210> 169

<211> 16

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Burkholderia sp. JB1

<400> 169
ccttagtaac gaagct 16

<210> 170

<211> 16

<212> ADN

<213> Denitrobacter permanens

<400> 170
acgatgtcaa ctagct 16

<210> 171

<211> 16

<212> ADN

<213> Desulfobacter curvatus

<220>

<221> misc_feature
<222>(11)..(11)
<223>A,G,CoT
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<400> 171
ctgctgtgcc naagct 16

<210> 172
<211>16

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Desulfobulbus sp. BG25

<400> 172
cctctgtgtc gcagct 16

<210> 173

<211> 16

<212> ADN

<213> Legionella anisa

<400> 173
acgatgtcaa ctagct 16

<210> 174

<211> 16

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Clon SB-1 mineralizante de benceno

<400> 174
atggttgtcg gcagct 16

<210> 175

<211>16

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 175
cgtggcttcc ggagct 16

<210> 176
<211>16

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Acidobacterium Sub.Div-1 no cultivada

<400> 176
ccgeegtgee gaagct 16

<210> 177

<211> 16

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Acidobacterium Sub.Div-1 no cultivada

<400> 177
cggctgtgcc gaagct 16
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<210> 178

<211> 16

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Acidobacterium Sub.Div-1 no cultivada

<400> 178
ccactgtgcc gtagct 16

<210> 179
<211>16

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Acidobacterium Sub.Div-1 no cultivada

<400> 179
ctgctgtgcc gcagct 16

<210> 180

<211> 16

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Acidobacterium Sub.Div-1 no cultivada

<400> 180
ctgcegtgece ggagct 16

<210> 181
<211>16

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Acidobacterium Sub.Div-1 no cultivada

<400> 181
ccaatgtgcc ggagct 16

<210> 182
<211>16

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Acidobacterium Sub.Div-1 no cultivada

<400> 182
ccgtcgtgec gtagcet 16

<210> 183

<211> 16

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Acidobacterium Sub.Div-1 no cultivada

<400> 183
ccgtcgtgtc gtagcet 16
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<210> 184

<211> 16

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Acidobacterium Sub.Div-1 no cultivada

<400> 184
ctgccgtgtc gaagct 16

<210> 185
<211>16

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Acidobacterium Sub.Div-1 no cultivada

<400> 185
ctceegtgte gaagcet 16

<210> 186

<211> 16

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Acidobacterium Sub.Div-1 no cultivada

<400> 186
ccgccegtgec ggagcet 16

<210> 187
<211>16

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Acidobacterium Sub.Div-2 no cultivada

<400> 187
ctgaggaacg aaagct 16

<210> 188
<211>16

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Acidobacterium Sub.Div-2 no cultivada

<400> 188
gtgtcgtcece ggagct 16

<210> 189

<211> 16

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Acidobacterium Sub.Div-3 no cultivada

<400> 189
gggctgtgcc gaagct 16
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<210> 190

<211> 16

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Acidobacterium Sub.Div-3 no cultivada

<400> 190
ggtcggtgece ggagcet 16

<210> 191
<211>16

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Acidobacterium Sub.Div-3 no cultivada

<400> 191
ggtcggtgec agagct 16

<210> 192

<211> 16

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Acidobacterium Sub.Div-3 no cultivada

<400> 192
gottcgtgcc ggagcet 16

<210> 193
<211>16

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Acidobacterium Sub.Div-3 no cultivada

<400> 193
tgtctgtgcc ggagct 16

<210> 194
<211>16

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Acidobacterium Sub.Div-3 no cultivada

<400> 194
tatccgtgec ggagct 16

<210> 195

<211> 16

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Acidobacterium Sub.Div-3 no cultivada

<400> 195
ggtccgtgec ggagct 16
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<210> 196
<211>14
<212> ADN

<213> Aeropyrum pernix

<400> 196
ctagggggcg ggag 14

<210> 197
<211> 14
<212> ADN

<213> Desulfurococcus mobilis

<400> 197
ctaggtgttg ggtg 14

<210> 198

<211>14

<212> ADN

<213> Staphylothermus marinus

<400> 198
ctaggtgttg ggcg 14

<210> 199
<211> 14
<212> ADN

<213> Metallosphaera sedula

<400> 199
ctaggtgtcg cgta 14

<210> 200

<211> 14

<212> ADN

<213> Sulfolobus acidocaldarius

<400> 200
ctaggtgtcg agta 14

<210> 201

<211> 14

<212> ADN

<213> Sulfolobus metallicus

<400> 201
ctaggtgtca cgtg 14

<210> 202

<211> 14

<212> ADN

<213> Caldivirga maquilingensis

<400> 202
ctagctgttg ggtg 14

<210> 203

<211> 14

<212> ADN

<213> Pyrobaculum islandicum

<400> 203
ctagctgtcg gccg 14
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<210> 204

<211> 14

<212> ADN

<213> Archaeoglobus fulgidus

<400> 204
ctaggtgtca ccga 14

<210> 205

<211> 14

<212> ADN

<213> Archaeoglobus veneficus

<400> 205
ctaggtgtca ccgg 14

<210> 206

<211> 14

<212> ADN

<213> Haloarcula japonica

<400> 206
ctaggtgtgg cgta 14

<210> 207

<211> 14

<212> ADN

<213> Halococcus morrhuae

<400> 207
ctaggtgtgg cott 14

<210> 208

<211> 14

<212> ADN

<213> Methanococcus jannaschii

<400> 208
ctaggtgtcg cgtc 14

<210> 209

<211> 14

<212> ADN

<213> Pyrococcus abyssi

<400> 209
ctaggtgtcg ggcg 14

<210> 210

<211> 14

<212> ADN

<213> Picrophilus oshimae

<400> 210
ctagctgtaa actc 14

<210> 211

<211>11

<212> PRT

<213> Desulfurobacterium thermolithotrophum

<400> 211

Arg Ala Gln Pro Leu Ser Leu Val Ala Ser Gly

1

2
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<211>11

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Acuificales OPS132 no cultivado

<400> 212

Arg Ala Gln Pro Leu Ser Cys Val Thr Ser Gly

1

<210> 213

<211>13

<212> PRT

<213> Bacteroides caccae

<400> 213

ES 2632538 T3

5

10

Arg Ala Gln Pro Leu Ser Ser Val Thr Asn Arg Ser Cys

1

<210> 214

<211>19

<212> PRT

<213> Actinomyces bovis

<400> 214

Arg Ala Gln Pro Leu Ser Arg Val Ala Ser Thr Leu Trp Trp Gly Leu

1

Ala Gly Asp

<210> 215

<211>19

<212> PRT

<213> Actinomyces meyeri

<400> 215
Arg Ala Gln Pro
1
Val Gly Asp

<210> 216
<211>18
<212> PRT

<213> Denitrobacterium detoxificans

<400> 216

Arg Ala Gln Pro Leu Pro His Val Ala Ser Ile Arg Leu Gly Thr His

1

Gly Gly

5

Leu Pro Tyr Val Ala Ser Thr Leu Trp Trp Gly Leu

bo

5

5

60
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<210> 217

<211> 14

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Bacteria BPC110 GNS no cultivada

<400> 217

Arg Rla Gln Pro Leu Leu Tyr Val Ile Arg Val Ile Pro Asp

1 5

<210> 218

<211> 14

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Bacteria GCA004 GNS no cultivada

<400> 218

Arg Rla Gln Pro Ser Leu Tyr Val Thr Arg Ile Ile Arg Asp

1 5

<210> 219
<211>14

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Bacteria GCA112 GNS no cultivada

<900> 219

Arg Ala Gln Pro Ser Pro Tyr Val Ile Arg Val Ile Arg Asp

1

<210> 220

<211>16

<212> PRT

<213> Acetobacter aceti

<400> 220

Arg Ala Gln Pro Leu Ser Leu Val Ala Ser Met Phe Gly Trp Ala Leu

1 3

<210> 221

<211>16

<212> PRT

<213> Gluconobacter asaii

<400> 221

Arg Ala Gln Pro Leu Ser Leu Val Ala

1 5

<210> 222

<211> 17

<212> PRT

<213> Desconocido

5
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<220>
<223> Burkholderia sp. JB1

<400> 222

Arg Ala Gln Pro Leu Ser Leu Val Ala Thr Gln Glu His Ser Arg Glu
1 5 10 i5

Thr
<210> 223
<211> 15
<212> PRT
<213> Denitrobacter permanens

<400> 223

Arg Ala Gln Pro Leu Pro Leu Val Ala Thr Phe Ser Trp Ala Leu
1 5 10 15

<210> 224

<211>19

<212> PRT

<213> Desuliobacter curvatus

<400> 224

Arg Ala Gln Pro Leu Ser Leu Val Ala Ser Thr Leu Cys Gly Asn Ser
1 5 10 15

Asn Glu Thr

<210> 225
<211>19

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Desulfobulbus sp. BG25

<400> 225
Arg Ala Gln Prc Leu Pro Leu Val Ala Ser Ser Ser Ala Gly His Ser
1 5 10 15

Lys Gly Thr

<210> 226

<211>11

<212> PRT

<213> Legionella anisa

<400> 226

Arg Ala Gln Pro Leu Ser Leu Val Ala Ser Thr
2 5 10

<210> 227
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<211> 16
<212> PRT
<213> Desconocido

<220>
<223> Clon SB-1 mineralizante de benceno

<400> 227

Arg Ala Gln Pro Leu Pro Leu Val Ala Asn Arg Ser Ser Trp Gly Leu

1 5

<210> 228

<211>19

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 228

Arg ARla Gln Pro Leu Ser Phe Val Ala Ser Gly Pro Ala Gly Asn Ser

1 5

<210> 229
<211>16

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Acidobacterium Sub.Div-1 no cultivada

<400> 229

Arg Ala Gln Pro Leu Ser Leu Val Ala Ser Gly Ser Ser Arg Ala Leu

1 5

<210> 230
<211>19

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Acidobacterium Sub.Div-1 no cultivada

<400> 230

Arg Ala Gln Pro Leu Ser Ser Val Ala

1 5

Leu Ala Lys

<210> 231
<211>11

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Acidobacterium Sub.Div-1 no cultivada

<400> 231

10

10

Lys Glu Thr

63
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Arg Ala Gln Pro Leu Phe Ala Ser Cys His His
1 5 10

<210> 232
<211>19

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Acidobacterium Sub.Div-1 no cultivada

<400> 232

Arg Ala Gln Pro Leu Phe Ala Gln Leu Pro Ser.Phe Ser Trp Ala Leu
1 5 10 15

Cys Arg Asn

<210> 233
<211>11

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Acidobacterium Sub.Div-1 no cultivada

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (8)..(8)

<223> Imposible de determinar

<400> 233
Arg Rla Gln Pro Leu Leu Pro Xaa Ala Ile Ile
1 5 10

<210> 234

<211>11

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Acidobacterium Sub.Div-1 no cultivada

<400> 234
Arg ARla Gln Pro Leu Leu Pro Val Ala Thr Ile
1 5 10

<210> 235

<211>11

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Acidobacterium Sub.Div-1 no cultivada

<400> 235

Arg Rla Gln Pro Leu Ser Pro Val Ala Ile Ile
1 5 10
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<210> 236
<211>11

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Acidobacterium Sub.Div-1 no cultivada

<400> 236

Arg Ala Gln Pro Leu Ser Ser Val Ala Thr Ile
1 5 10

<210> 237
<211>11

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Acidobacterium Sub.Div-1 no cultivada

<400> 237

Arg Ala Gln Pro Leu Phe Leu Val Ala Thr Ile
1 5 10

<210> 238
<211>13

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Acidobacterium Sub.Div-1 no cultivada

<400> 238

Arg Ala Gln Pro Ser Ser Leu Val Ala Asn Thr Leu Trp
1 5 10

<210> 239

<211> 18

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Acidobacterium Sub.Div-2 no cultivada

<400> 239

Arg Ala Gln Pro Leu His Val Val Ala Thr Arg Lys Arg Glu Leu Tyr
1 5 10 15

Val Asp

<210> 240
<211>18

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Acidobacterium Sub.Div-2 no cultivada
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<400> 240

Arg Ala Gln Pro Leu His Val Val Ala Thr Pro Gln Gly Gly Thr Leu
1 5 10 15

Arg Gly

<210> 241
<211>19

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Acidobacterium Sub.Div-3 no cultivada

<400> 241

Arg Bla Gln Pro Ser Ser Leu Val Ala Asn Pro Gln Gly Lys His Pro
1 5 10 15

Lys Gly Thr

<210> 242
<211>11

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Acidobacterium Sub.Div-3 no cultivada

<400> 242

Arg Ala Arg Pro Leu Ser Cys Val Ala Ile Ile
1 5 10

<210> 243
<211>18

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Acidobacterium Sub.Div-3 no cultivada

<400> 243

Arg Rla Gln Pro Leu Ser Cys Val Ala Asn Pro Gln Gly Cys Thr Leu
5 [ 5 10 15

Arg Arg

<210> 244

<211> 20

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Acidobacterium Sub.Div-3 no cultivada

<400> 244
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Arg Ala Gln Pro Ser Pro Cys Val Ala Thr Pro Pro Arg Ala Gly Ala
1 5 10 15

Leu Ser Gly Asp
20

67



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2632538 T3

REIVINDICACIONES

1. Un método para la construccion de una base de datos de perfiles de diversidad de marcadores (PDM) que
comprende las etapas de:

a) secuenciar una pluralidad de marcadores de ARNr de una muestra, en el que dicha muestra comprende una
poblaciéon microbiana, y en el que cada marcador de ARNr comprende una secuencia polimérfica del gen del
ARNr microbiano y en el que la pluralidad de marcadores de ARNr proporciona una representacion exacta de la
poblacién microbiana de dicha muestra;

b) determinar la abundancia, en dicha muestra, de cada una de dicha pluralidad de marcadores de ARNr;

¢) transducir la abundancia de cada marcador de ARNr en una sefial de salida eléctrica;

d) almacenar dichas sefiales de salida eléctrica producidas en la etapa c) en una estructura de datos matricial y
asociar, en dicha estructura, cada sefial de salida con la secuencia correspondiente del marcador de ARNr cuya
abundancia se convirti6 en una sefial de salida;

e) proporcionar las abundancias de uno o mas parametros de muestra que estan asociados a dicha muestra;

f) transducir las abundancias de cada parametro de muestra en una sefial de salida eléctrica;

g) almacenar dichas sefiales de salida eléctrica producidas en la etapa f) en una estructura de datos matricial y
asociar en dicha estructura cada sefal de salida con el pardmetro de muestra cuya abundancia se convirtié en
una sefial de salida;

h) disefiar como PDM las sefiales de salida eléctrica producidas en la etapa c) correspondientes a la pluralidad
de abundancias de marcadores de ARNr y las sefiales de salida eléctrica producidas en la etapa f)
correspondientes a la una o mas abundancias de parametros de muestra; y

i) repetir las etapas a-h para una pluralidad de muestras distintas, y disefiar, como base de datos PDM, la
pluralidad de PDM almacenados en dicha estructura de datos.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha abundancia de marcadores de ARNr es una
abundancia relativa a la abundancia total de la pluralidad de marcadores de ARNr en la muestra.

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que dicho gen de ARNr microbiano es un gen de ARNr
16S.

4. El método de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que dicha secuencia polimérfica del gen de ARNr
microbiano es de la region intergénica entre un gen de ARNr 16S y un gen de ARNr 23S.

5. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la muestra se selecciona del
grupo constituido por: una muestra de suelo, una muestra de roca, una muestra de agua, una muestra de aire, una
muestra de hidrocarburo, una muestra de petréleo y una muestra de biopelicula.

6. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la muestra se obtiene del grupo
constituido por: petréleo, hidrocarburos, un depdsito de aceite, un depdsito de gas, suelo, roca, agua, aire, una
construccién y una carretera.

7. El método de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que el pardmetro de muestra se selecciona del grupo
constituido por: petréleo, hidrocarburos, aceite, gas, un compuesto inorganico, un mineral, pH, temperatura y
salinidad.

8. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la muestra se obtiene del grupo
constituido por: un ser humano, una planta, un animal, un producto alimentario, un cultivo celular y un cultivo tisular.

9. El método de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que el parametro de muestra se selecciona del grupo
constituido por: una patologia aguda, una patologia crénica, un estado fisiolégico y una fase de desarrollo.

10. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el parametro de muestra es el
tiempo, y en el que la pluralidad de muestras comprende una evolucién temporal.

11. El método de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que la pluralidad de muestras comprende una evolucién
temporal (til para supervisar esfuerzos de remediacion ambiental o la produccion de campos petroliferos.

12. Una base de datos de PDM construida y almacenada en la memoria de un ordenador de acuerdo con el método
de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11.

68



ES 2632538 T3

Regiones polimoérficas de ARNc 16s de
bacterias

Figura 1.
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Regiones polimérficas de ARNc 16s
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Bacterias
Grupo Acidobacterias
Diversas acidobacterias ambientales no cultivadas
Acuificales
Grupo Desulforobacterium
Desulfurobacterium
Desulfurobacterium thermolithotrophum
Muestras ambientales
Acuificales OPS132 no identificada
Grupo de bacterias verdes del azufre/CFB
Bacteroidaceae
Bacteroides
Bacteroides caccae
Firmicutes (bacterias gram positivas)
Actinobacteria (bacterias gram positivas G+C alto)
Actmomycetaceae
Actinomyces
Actinomyces bovis
Actinomyces meyeri
Denitrobacterium
Denitrobacterfum detoxificans
Bacterias verdes no del azufre
Muestras ambientales
Bacteria BPC110 de filtracion HC no cultivada
Bacteria GCA004 de filtracién HC no cultivada
Bacteria GCA112 de filtracién HC no cultivada
Proteobacteria (bacteria parpura no del azufre)
Subdivision alfa
Acetobacteraceae
Acetobacter
Acetobacter aceti
Gluconobacter
Gluconaobacter asaii
Subdivision beta
Grupo de Burkbolderia
Burkbolderia
Burkholderia sp. JB1
Denitrobacter
Denitrobacter permanens
Subdivision delta
Desulfobacter
Desulfobacter curvatus
Desulfobulbus
Desulfobulbus sp. BG25
Legionellaceae
Legionella
Legionella anisa
Bacterias no clasificadas
Clon SB-1 mineralizante de benzeno
Env.OPS 1 eubacteria no cultivada

Fig. 3
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Arqueas (arqueobacterias)
Crenarcaeota (arqueobacterias extremadamente terméfilas)
Desulfurococcales

Desulfurococcaceae
Aeropyrum
Aeropyrum pernix
Desulfiirococcus
Desulfurococcus mobilis
Staphylothermus
Staphyloihermus marinus
Sulfolobales
Metallospbaera
Metallosphaera sedula
Sulfolobus
Sulfolobus acidocaldarius

Sulfolobus metallicus
Thermoproteales

Thermoproteaceae
Caidivirga
Caidivirga maquilingensis
Pyrobaculum
Pyrobaculum islandicum
Euriarcaeota
Archaeoglobales
Archaeoglobaceae
Archaeoglobus
Archaeoglobus fulgidus

Archaeoglobus veneficus
Halobacteriales

Halobacteriaceae

Haloarcula
Haloarcula japonica

Halococcus
Halococcus morrhuae

Methanococcales

Methanococcaceae
Methanococcus

Methanococcus jannaschii
Methanobacteriales

Methanobacteriaceae
Methanobacterium
Methanobacterium bryantii

Methanobacterium subterraneum
Thennococcales

Thermococcaceae
Pyrococcus

Pyrococcus abyssi
Thermoplasmales

Picrophilaceae
Picrophilus
Picrophilus oshimae

Fig. 4
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Correlacion Positiva
Relacién Lineal

r=0,96

Abundancia Relativa de
Marcador 1
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Fig. 5
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Correlacion Cero

Abundancia Relativa de
Marcador X

a .-
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®
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N
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Parametro [X]

Correlacion Positiva
Relacién lineal

Abundancia Relativa de
Marcador X

Abundancia Relativa de
Marcador X

Fig. 6
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A Correlacion Positiva

r=0,90

Abundancia Relativa de Cada
Marcador

Abundancia Relativa de Cada
Marcador

Correlaciéon cero con todos los marcadores

B ' — -
[&] b . e
@ v ° s e -
had L [ ]
© . .
20
8% . .
¢ g r=010
]
B E - .
c
g ¢ . .
s . '
g - L] . .
Abundancia Relativa de Cada
Marcador

Correlacién positiva con subgrupos de marcadores

Abundancia Relativa de Cada
Marcador

Abundancia Relativa de Cada
Marcador

Fig. 7
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Generacion de una base de datos
de perfiles de diversidad de
marcadores

1

Establecer N=1

Agrupar marcadores
polimoérficos - N

Detectar marcadores
polimdrficos

Transducir cada

marcador en una senal

Incremento de N . . .
de salida eléctrica

Detectar parametros

|

Transducir cada parametro
en una senal de salida
eléctrica

Almacenar las sefales de salida
en la estructura de datos
matricial de salida
correspondiente

:Se han formado las
estructuras de los datos?

Formar la base de datos d_elr perfil
de diversidad de marcadores de N
estructuras de datos
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Perfil de diversidadde | o~ 200
marcadores

Comparar con la base de datos PDM f- 205

215~

Mismos parametros |

El nueve PDM es = al PDM
de |a base de datos

’...-225

Parametros indefinidos ]

El nuevo PDM es un
subconjunto de PDM de la base
de datos

245~

Parametros indefinidos

Analisis de correlacién de marcadores f— 230
entre subconjuntos de marcadores

No

Todos los marcadores
comunes estan
correlacionados

Marcadores y
parametros
correlacionados

No

Si . .
© 250 Clasificar los marcadores f" 255

comunes en grupos
correlacionados

Parametros identificados

260 =,

Grupo N correlacionado Grupo N + 1 correlacionado

2‘65 -~
No

7~ 290

Parametros indefinidos I

270~
l Parametros indefinidos

.
Marcador-parametro
correlacionado

Marcador-parametro
correlacionado

285

Parametro identificado Parametro identificado .

275~

Figura 9
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Generacion de base de
datos de perfil de
diversidad de marcadores

Increme

nto de N

No -

Establecer N = 1 f_- 300

Agru par'marc:adores
polimorficos - N

polimérficos

Transducir cada marcador
en una senal de salida
eléctrica

/Se han formado las

salida en la estructura
de datos matricial

estructuras de los datos?

Formar la base de datos del perfil
de diversidad de marcadores de N
estructuras de datos
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OLIGONUCLEOTIDOS SARD

T%-003 5 - Fosfato-GCTCCAGGTCTACATCCTAGTCAGGACAAC-3/
TY-012 5r- Fosfato- CTCCAGETCTACATCCTAGTCAGGACIAC
TX-010R 3" GAGGTCCAGATGTAGGATCAGTCCTGGATA-5"
TX-013 ar GAGGTCCAGATGTAGGATCAGTCCTGGATA 5"
T¥%-004R 3’ . CAGATGTAGGATCAGTCCTGRATA=5!
T¥-007R  3'- CAGATGTAGGATCAGTCCTGE -Biotina-5'
T%-111 3r- - CAGATGTAGGATCAGTCCTGGCACTGATAGCTC ~Biotina-5'
TX-005 - 5= Fosfato- GCTCCAGACTAGCATCCGCTGACTTGAAAT

 TX-014 57 - Fosfato- CTCCAGACTAGCATCCGCTGACTTGAAES
TX-011R 3’ GAGGTCTGATCGTAGGCGACTGAACTGTAA
TX%-015 3 GAGGTCTGATCGTAGGCGACTGARCTCTAR
TX-006R 3 TGATCGTAGGCGACTSAACTSTAA
T%-G08R 3 TGATCGTAGGCGACTGAACTG -Biotina-5'

.rx-lz_l 3 : TGATCGTAGGCGACTEAACTSGCARCGTTGGAC ~Biotina-5"
T%-001 - 5'- Biotina-GTG TAG HRE TGA AAT DCD YA -
TY-002. 5/-  YTC ACG RCA YGA GCT GAC GAC
™¥-003 57— E‘os._fato—GCT CCA GGT CTA CAT CCT AGT CAG GACd4C
T%-004 §/-  ATA GGT CCT GAC TAG GAT GTA GAC
TH-005 - 57— Fosfato-GCT CCA GAC TAG CAT CCG CTG ACT TGAdAC
TE-006 5'-  RAT GTC AAG TCA GCG GAT GCT AGST -
TH-007 5/~ Biotina-GET CCT GAC TAG GAT GTA GAC

- TX-008 5/~ Biotina-GTC AAG TCA GCG GAT GCT AGT

.rx—oos 57~ Biotina-GGA TTA GAW ACC CBG GTA GTC
TX~C10 '~ RTA GGT CCT GAC TAG GAT GTA GAC CTG GAG
T™®-011 57 AAT GTC AAG TCA GCG GAT GCT AGT OTG GAG
T¥-012 5"~ Fosfato-CTC CAG GTC TAC ATC CTA GTC AGG ACddAC
TX-013 5/~ ATA GGT CCT GAC TAG GAT GTA GAC CTG GAG
TX-014 57— Fosfato-CTC.CAG ACT AGC ATC CGC TGA CTT GASAC
TX-015 5 AAT GTC ARG TCA GCG GAT GCT AGT CTG GAG
TE-111 5¢  Biotina-CTC GAT AGT CAC GGT CCT GAC TAG GAT GTA GAC
®-121 5’ Biotina-CAG GTT GCA ACG GTC ARG TCA GCG GAT GCT AGT
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ESTRATEGIA SARD

1. Amplificar ADNr con TX-009 y 1&.’.92R.

Fig——==—=—-~nnan N NN NN A CT AN ANNNNANNLINRLL
———t i -nnnnmmmmmcmmnnnunnnmn

2. Cortar con Alul.

2§ gm=—=—————-nnnnNHNNNNNNNNNNAG CTonannuannarnnanen
e e e e e N TINNHNNNNNNNNNT C GANNONNNINORLNRAnNnD

3. Dividir en dos grupos, unir a perlas SA, lavar, afadir adaptador TX-12/13 0 adalptador TX-14/15.

Big——=w=———-pnnnNNNNIOONNNIINARG _ COCCAGETCTACATCCTAGTCASEACAAS -37 (TX012)

-------- nnnnNNNNNNNNNNNNTC GAGGTCCAGATGTAGGATCAGTCCTGEATA-E  {TX013 )y -
o o
Bip--——==—=-nnnnNNNNNNNNIRIAG CTCCAGALTAGCATCCEGCTEGACTTGAIAC =37 (TX014) .
=== e =N RNNNNNNNNN NNNTC GAGGTCTGATCCTAGGCERCTGAACTGTAR-S' (TRD1S)

4. Ligar los adaptadores, lavar.

| Bigemm=—=——-nnnnNNNNNNISHNRNAGSTC CAGGTCTACATCCTAGTCAGGACEAC ~3/ {TX012)
------ -~ rennNNNNNNNNNNT CGAGGT CCAGAT STASGATCAGTCCIGRATA=5! | TX013)

6. Escindir con Bpml retirar perlas SA. '

Mummmmumm:wc -37 (TX012)
AORINNNRNNNNNNTCGASETCChGATCTAGGATCAGTCCTGEATA-5/  (TXG13)

6. Retirar los extremos 3' con Poll mas 4 dNTP, combinar los conjuntos, ligar.

{TXO15) ] (T%012}
ARTGTCARSTCAGCGGATGCTAST CTEGAG CTHNNN N NNNN I NN NN RN M A GCT CCAGE T CTACATCCTAGTCAGEACAAS -3/
. CdCASTTCAGTCGCOTACGAT CAGRL CTCEANNRN N NNNNNNRNN N NNNN NNNNNT CGRGE T CCAGRT GTASSAT CACTCOTEGATA- 3¢
(TX014) (T£013)

.7. Amplificar dietiquetas con cebadores TX-111, TX-121.

B4 oEAGETT S CAROGETCARGT SAS CEGATGETACT— -~ >

AR TETCARAT CAS LG TG T AG T TO A S TR NN NN NN D I R A G CCRG S TCTACR TCOTASTCABSASdEC =3/
S CAGTTCRETSEC o T ACGAT LHGACT S ARNHINENHNNNENNHNNNNNNNN T CGRGGTCCRGATGTAGGATCAGTCCTEEATA-5
<-=——-—CAGATGTAGGATCAET CCTEECACTGATASSTC-Blo

8. Purificar productos PCR, escindir con Alul.

ELOCAGETTGCARCGETCARSTORECEGRTCETACTCTGEAS  CTHNNNNNNNNRKNINUNMIOMGNNNAG  CTCCAGE T CTACAT ST AGTCAGEACSETGACTATSAG-2"
CTOCAROETTGOCASTTCAGTESCCTACGATCACACCTE  GANNIIDDNNNERNNNNNNNANNNNT D GAGETCOREATGT AGSAT CAGTCCTGEIACTBATAS S To=Bio

9. Purificar los adaptadores, ligar.

CTNHNNNNNNN N NNENENENHNNINISA G TN NNINN NN AN AR EIREINENAG O TRNN N NN RN NN NN NN NERA G
GANNITNNIGONN NNNNN NN N T CSANNNNN N IRRNI NN N KN NN N T C GARNNRSNNENRNSNNNNN N NRNRNR TG

10. Purificar en gel los concatameros grandes, clonar en el sitio del vector Smal.

Fig. 13
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ACGATGAGCACTAGCT
(1)

ACGATGAGTACTAGCT
(1) '

ACGATGATGACTAGCT
{(2)

ACGATGGATGCTAGCT
(1)

ATGCTAGTCTEGAGCT
(6)

ATGGCTGTCGTCAGLT
{50}

ATGETTGTCGTCAGCT
(1)

ATTCCGTGCCETAGCT
{1}.

CACTAGTGGCGCAGCT
{2} '

CCCCCGTGCCGAAGET
(1) .

CCCCCGTGLOGLAGCT
(1) ’

CCCCCTTCCTCCAGET
(L)

CCCCGETGCCGCAGTT
(%)

CCGGETAGTCCCAGCT
i5)

CCTCCETGCCERAGCT
(3}

CCTCCGTGCCECAGET
(2}

CCTCCGTGCTGCAGTT
(1)

CCTCGGCGCCGLAGCT
(2)

CCTCGETGECCECAGTT
{1}

CCTCGGTETCGCAGCT
(2) '

CCTGEETGCCGLAGLT
{2)

Fig. 15
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CCTGTGTGACGAAGCT

(1)

CCTTGSTAACGAAGCT

(1)

CCTTGGTACCEGARGCT

(1)

CGCCAGTGCCGTAGCT

(1)

CGCCTGTGCCETAGCT

{2)

CETCCETGCCGAAGCT

(2)

-CETCCETGCCGCAGET

(1)

- CETCEETGCCGCAGCT

{3}

CTCCCETGCCGTAGET

(1)

CTCCCETGTCEGAGCT

(1)

CTCCGETECCECAGLT

(1)

CTCCTGTGCCGAAGCT

(1)

CTCCTETECCGCAGET

{2)

CTECCGETECCEAAGET

[3)

CTGCTGTGCCEAAGCT

{2)

CTGETCETGECCEAAGCT

(1)

CTTCAGTATCGAAGCT

(1}

CTTCCGCGTCEGAGET

{2)

CTTCCETGECCGCAGCT

(3}

CTTCCGTGCCEGAGCT

()

CTTCGETECCECAGLT

(1)

83

CTTCTGTGGCGAAGCT
(1)

GATCCETGCCGTAGLT
1)

GCTCTGTGCCGAAGCT
(1)

GCTGGEGETGCCCARGLT
(1)

GGTCCETGCCGCAGCT

{1)

GGTGCTCTTCGGAGCT
(2)

GTARACGATGGAAGCT
(1) :

GTGECTETCGTCAGCT
(2)

CTTCCETECCGARGET
(2

STTCCETGCCGTAGCT
(3)

TATCAGTGGCGCAGET
(1)

TCTCCETGECCGCAGCT
(1)

TCTCTGTGCCGCAGCT
{2}

TCTCTGTGCCETAGCT
{1}

TGTCCGTGECOETAGTT

(1)

TTTCCETGCCGCAGCT
(2)



ACGATGATARACTAGCT
(2}

" ACGATGATGACTAGCT
(1)

ACGATGGGCACTAGCT
(L)

ACGGCTETCGTCAGCT
(2)

ACTACGAGCGCARGCT
(1)

ACTTAATGCGTTAGCT
TR

ATGCTAGTCTGEAGCT
(8)

ATGGCTCTCGTCAGCT
(1)

ATGGCTGTCGETCAGCT -

(3)

. ATGGCTGTCETCAGCT
(70) C

ATGGTTGTCGTCAGCT
(2)

ATGTAGACTTGEGAGCT
(12}

ATTCCGTGCCGTOAGLT
(6)

ATTCCGTGCCGTAGTT
(1)

CACAAGCGGETEGAGCT
(1)

CACTAGTGGCECRGCT
(4]

CATCCETGCCRAAGCT
(1}

CCCCAGSGCCTAAGLT
(1)

CCCTGETGECCECAGTT
(1

CCCGCETGCCGRAGCT
(&9

CCGCGETGCCETAGCT
{1

Fig. 16
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CCGGETAGTCICAGCT
(4} :

CCGGGETAGTCCTAGCT
(1)

CCTCCETGCCGARGCT
(2} )

 CCTCCGTGCCGEAGET

12)

CCTCCETECCGGAGET
(1) '

CCTCGTAAGGGGAGCT
1)

CCTGGGETGCCECAGCT |

(1)

CCTECTAGTCCCAGET
{2}

CCTGGTAGTCCTAGCT
(1

CCTTAGTAACGCAGCT
{1) :

CCTTGGTAACGAAGCT
(1) N
CECCAGTGCTGARGCT
(]
CGCCEETGCCGTAGCT
(2)

CGCCTETGCCGTAGCT
(2)

CGCTCETEECEARGET

(1)

CGGAGECETCETAGCT
(1)

CGTCAGTSTCGCAGCT
(2) :

CCTCCGETGCCGRAGCT
{7)

CETCCETECCECAGTT
(1)

CETCCETGCCGGAGCT
{1)

CETCGETGCCGCASCT
(2)

84

CTCCAGTGCCECAGTT
{1} :

CTCCCGTGCCACAGET
{1) '

CTCCCGTGCCGCAGET
(2)

CTCCCETGCCGGAGLT
(3)

CTCCGGTGCCGCAGET
(1)

CTCCTETGCCGCAGCT
{1} .

CTGCCGCGLCGGAGET
(1)

CTGCCGTGCCGAAGCT

(52

CTGCCGTGCCTARGET

(1)

CTGCGGTGCCGCAGET
(1)

CTGCTETGCCGARGCT

(7

CIGTCGTGCCGAAGCT
(). -

CTTCCGLGCCGEAGST
{7

CTTCCGTGCCGARGET
{(2)

CTTCCETGCCGEAGCT
(6)

CTTCCGETGCCGEAGCT
(2)

CTTCGGTGCCGTAGCT
(1)

CTTCGETGTCGCAGCT
(1}

CTTGGETGCCGCAGET
(2)

CTTTAGTRACGCAGCT
{2) '

GACCCGCAAGGGAGCT
(1)

GATCCETGCCECAGTT
(2)

GCTCCGTGCCGAAGCT
(1)

GCTCCETGCCGETAGST
(1)

GCTCTGTGCCEAAGST
{2)

GCTCTGTGCCGTAGCT
(1)

GGGCTTGTCGTCAGCT
t1)

GTARACGATGGAAGCT

- (1)

GTTCCEGTGCCGCAGST
(Z}).

GTTCCGTGCCETAGIT
(2}

- GTTCTETGCCGCAGET

(2)

TCTCACGACACGAGCT
(2).

TCTCAGTEACGTAGCT |
(1)

TCTCCGTGCCGCAGTT
{2) :

TCTCTGTGCCGCAGET
{4)

TGGACGTTGECGGAGCT
{2)

TTTCCETGCCGEAGCT
(1}
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