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RESUMEN
El 16s rDNA es utilizado para la identificación bacteriana dada su tasa de variación entre especies. Algunas de las regiones
variables de la subunidad ribosomal son más informativas que otras por lo cual en este estudio se evalúa el potencial de
identificación aportado por cada región y combinaciones entre ellas. Se extrajeron las regiones variables V1 a la V8 del 16s
rDNA de diferentes cepas y especies de Lactobacillus y se analizaron mediante los paquetes de STAP (ss-RNA Taxonomy Assigning
Pipeline) y RDP (Ribosomal Database Project) multiclassifier. Adicionalmente se evaluaron árboles filogenéticos de máxima
verosimilitud. Nuestros resultados muestran que la mayoría de regiones variables logran dar una correcta clasificación hasta
género, sin embargo no son suficientes para clasificar hasta especie usando STAP. La región que presenta el mayor número
de amplímeros es V5V6, sin embargo es la que presenta la mayor cantidad de falsos negativos. La que presenta el mayor
número de verdaderos positivos es V1V3 (especie) para STAP y V5V8(género) para RDP. Las filogenias evaluadas mostraron
que la topología de referencia se puede obtener con diferentes combinaciones de regiones variables e.g., V1V3 y V1V8. El
estudio experimental de las cepas contenidas en un tampón comercial mostró que el amplicón V1V8 y el V1V3 dan una misma
clasificación correcta. Proponemos la región V1V3 como la región mínima para clasificación correcta de Lactobacillus spp.. En
conclusión, la región mínima para clasificar especies del género Lactobacillus es la V1V3, la cual es útil para estudios meta-
genómicos de muestras de probióticos.

Palabras clave: 16s rDNA, estructura secundaria, inferencia filogenética, Lactobacillus, regiones variables.

ABSTRACT
16s rDNA is used for bacterial identification because its variation rate between species allows differentiation. The gene for this
ribosomal subunit has 9 variable regions and some of them give more information than others. We were interested in evaluating
the potential for species identification of each region and their combinations. We extracted the V1 to V8 regions of 16s rDNA
from different strains and species of Lactobacillus and analyzed them using STAP (ss-RNA Taxonomy Assigning Pipeline) and RDP
(Ribosomal Database Project) multiclassifier packages. Phylogenetic trees obtained by maximum likelihood analyses were
compared. Classification results show that many regions give the correct genus classification using RDP and STAP, however they
are not enough to classify up to the level of species. V5V6 region presents the highest quantity of informative fragments but also
present the highest rate of false negatives. V1V3 region presents the highest rate of true positives (species) using STAP and the
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region V5V8 in RDP (genus).The phylogenetic result shows
that the reference topology could be obtained using different
combination of regions as V1V3 and V1V8.The experimental
validation was done using commercial strains from a
probiotic tampon. Sequencing analysis show that the V1V3
region gives the same information and result as the complete
16s rDNA; the three isolated strains correspond to the strains
indicated in the product. We conclude that the V1V3 region
is the minimum required region to classify Lactobacillus spp.
in the correct way and this region is useful in metagenomics
to analyze probiotics samples. 

Keywords: 16s rDNA, Lactobacillus, phylogenetic inference,
secondary structure, variable regions.

INTRODUCCIÓN
Los estudios metagenómicos con técnicas de secuenciación
de segunda generación han permitido estudiar la diversidad
de organismos en diversos ambientes independientemente
de cultivos in vitro, sin embargo, presentan el gran reto de
identificar las regiones mínimas que permitan distinguir entre
bacterias, dado que las lecturas generadas no cubren el gen
ribosoma completamente (Petrosino et al., 2009). En el cuer-
po humano, la diversidad microbiana es muy alta, encon-
trando Lactobacillus en varios tejidos, los cuales tienen gran
valor médico e industrial por su uso como probióticos. 
Los probióticos son microorganismos vivos que al ser admi-
nistrados en una cantidad adecuada confieren un beneficio
en la salud del hospedero (Reid et al., 2003). El estudio de la
evolución de los probióticos es fundamental para el desa-
rrollo de alimentos funcionales que los contengan dada la
variación fenotípica que pueden presentar (Guerzoni, 2010).
Los alimentos funcionales fueron descritos en Japón y se con-
sideran aquellos que, además de hacer un aporte nutricional,
ejercen efectos beneficiosos sobre otras funciones del orga-
nismo, fomentando la salud y/o reduciendo el riesgo de en-
fermedad (Sarmiento, 2008).
Son utilizados como probióticos la mayoría de cepas de
Lactobacillus spp. pertenecientes al phylum Firmicutes, clase
Bacilli, orden Lactobacillales (Berger et al., 2007). En el cuer-
po humano pueden encontrarse en el intestino, cavidad oral,
leche y vagina. En el intestino, superando de diez a veinte ve-
ces las células de todos los tejidos del cuerpo (Suau et al.,
1999). En el tracto vaginal superan el 70 % de la microbiota
actuando como protectoras de la mucosa mediante adhe-
rencia al epitelio, producción de agentes antimicrobianos y
coagregación con patógenos, se han aislado cepas de Lactobacillus
acidophilus, L. crispatus, L. gasseri, L. gallinarum, L. amylivorus, L.
johnsonii, L. jensenii y L. iners (Anukam et al., 2005; Martin et
al., 2008). En la leche pueden encontrarse confiriendo pro-
piedades antiinfecciosas a neonatos y niños lactantes meno-
res de un año, de las cuales han sido aisladas cepas de L. gasseri,
L. rhamnosus, L. plantarumy, L. fermentum (Olivares et al., 2006;
Martin et al., 2007). 

Sin embargo, a pesar de la alta frecuencia de Lactobacillus
spp., en humanos, las técnicas clásicas de detección no son
suficientes para establecer la biodiversidad total en el cuerpo
humano, esto se debe a que algunas especies no se pueden
cultivar en el laboratorio y en aquellas que son cultivables,
las técnicas bioquímicas no llegan a distinguir cepas de una
misma especie, por lo cual se han desarrollado técnicas mo-
leculares para su identificación y/o clasificación (Sarmiento,
2008). Se han realizado estudios filogenéticos comparando
diferentes especies comerciales utilizando genes como 16s
rDNA, groEL, rpoA, que codifican para una subunidad ribo-
somal, una chaperona y subunidad de la RNA polimerasa,
respectivamente, con lo cual se ha comprobado que este es
un grupo monofilético. También se han genotipado lacto-
bacilos por análisis de ERIC (Secuencias repetitivas consenso
de enterobacterias, por sus siglas en inglés) dado que cada
una presenta una marca de repeticiones similar a los STR en
humanos, i.e., altamente discriminantes (Berger et al., 2007).
Además, se han hecho estudios utilizando la técnica MLST
(Multilocus Sequence Typing), la cual consiste en secuenciar re-
giones de genes house-keeping de aproximadamente 450 pb
asignando números arbitrarios para identificar cada secuen-
cia única, de este modo se determina un perfil alélico para
cada cepa con el cual se pueden establecer dendogramas
(Maiden et al., 1998); así se han logrado diferenciar cepas de
L. casei con base en los genes fusA, ileS, lepA, leuS, pyrG y recG
(Diancourt et al., 2007) y L. paraplantarum con base en los genes
pgm, ddl, gyrB, purK1, gdh, mutS y tkt4 (de las Rivas et al., 2006)
mostrando su poder altamente discriminatorio.
La subunidad ribosomal 16s se utiliza comúnmente para
análisis filogenéticos y clasificación porque es fundamental
para el desarrollo de los microorganismos y la tasa de cam-
bios evolutivos permite la diferenciación a nivel de especies;
sin embargo, se ha encontrado que pueden existir de una a
15 copias de los operones rrn en un genoma microbiano de
las cuales aproximadamente solo el 40 % tienen una copia
idéntica (Acinas et al., 2004). Por otro lado, el RNA riboso-
mal se caracteriza por la conservación de su estructura se-
cundaria (Fig. 1), porque esta determina interacciones a corto
y largo alcance que organizan la molécula en dominios y son
responsables de su papel biológico (Macke et al., 2011).
Todo esto permite agrupar las secuencias nucleotídicas ba-
sándose en la estructura secundaria que resulta más conser-
vada que la estructura primaria, este análisis se puede realizar
usando programas que emplean algoritmos que incluyen
modelos de covarianza de las estructuras como Infernal
(Inference of RNA alignments) (Nawrocki et al., 2009). Algunas
herramientas computacionales desarrolladas incluyen aná-
lisis de secuencias de 16s rDNA teniendo en cuenta la estruc-
tura secundaria: RDP (Ribosomal Database Project Classifier),
que utiliza el algoritmo de naïve Bayesian classifier permitiendo
asignar hasta nivel de género de la secuencia de interés con
un porcentaje de confianza del 98 % (Cole et al., 2009); y
STAP (ss-RNA Taxonomy Assigning Pipeline) cuyo algoritmo
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funciona generando alineamientos y rutas evolutivas to-
madas por el gen a lo largo del tiempo (Wu et al., 2008). 
En este trabajo se estudian las regiones variables del gen 16s
rDNA para postular la región necesaria que permita hacer
una clasificación correcta de género y/o especie de Lactobacillus
spp., utilizando herramientas bioinformáticas como RDP,
STAP e inferencia filogenética por máxima verosimilitud
utilizando los paquetes INFERNAL y RAxML (Stamatakis,
2006). También se busca implementar herramientas de clasi-
ficación eficiente en aplicaciones web de fácil acceso.

MATERIALES Y MÉTODOS

Interfaz web de programas de clasificación
Se desarrolló una interfaz web en lenguaje XML explotando la
plataforma Mobyle@Pasteur (http://mobyle.pasteur.fr/ y

http://projets.pasteur.fr/) anclada a la página web del Grupo
de Biología Computacional y Evolutiva en el servidor de la Uni-
versidad de los Andes (htp://bce.uniandes.edu.co/) y se imple-
mentaron para los programas RDP multiclassifier y STAP
disponibles para correr localmente en http://rdp.cme.msu.
edu/misc/resources.jsp y http://bobcat.genomecenter.ucdavis.
edu/mediawiki/index.php/STAP_download, respectivamente.

Selección de datos
Se descargaron los genomas completos clasificados como
Lactobacillus de NCBI Genomes (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/sites/genome), los cuales tenían un tamaño entre 2 y 3
Mpb. Estos genomas pertenecen a las especies Lactobacillus
iners, L. acidophilus, L. amylovorus, L. amylolyticus, L. buchneri, L.
plantarum, L. ruminis, L. reuteri, L. casei, L. sakei, L. salivarus, L.
coryniformis, L. crispatus, L. delbrueckii, L. brevis, L. rhamnosus, L.
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Figura 1.Estructura secundaria del 16s rDNA en Lactobacillus acidophilus. Tomado y modificado de la base de datos de Comparative RNA web site and
Project (Cannone et al., 2002). 



fermentum, L. gasseri, L. helveticus, L. jensenii, L. johnsoni, L.
rhamnosus. Los números de acceso, cepas y número de copias
del 16s rDNA se describen en la tabla suplementaria 1.

Extracción de regiones variables de 16s rDNA
Se desarrolló un script en Perl (Disponible en http://bce.
uniandes.edu.co/node/65) utilizando BioPerl con el cual se
extrajeron los fragmentos de 16s rDNA de cada una de las
cepas pertenecientes a diferentes combinaciones de regiones
variables. Los primers utilizados para la amplificación in silico
fueron tomados de un estudio de secuenciación de nueva
generación, y anillan para la mayoría de genomas bacteria-
nos (Claesson et al., 2010). Los primers empleados se des-
criben en la Tabla 1.

Análisis de regiones variables
Los fragmentos de mayor tamaño (incluyendo las regiones
V1 hasta V8), se analizaron en CD-HIT-EST (Li y Godzik
2006), con el fin de crear grupo de 100 % de identidad. Pos-
teriormente todos los fragmentos de las regiones variables
fueron clasificados taxonómicamente mediante RDP para el
16s rDNA. Se clasificaron como Verdaderos positivos (TP)
aquellos que asignaban cada uno de los niveles taxonómicos
correctamente, falsos negativos (FN), aquellos que clasifica-
ban incorrectamente asumiendo como correcta la clasifi-
cación del NCBI de las secuencias; y NA aquellas regiones
que no tuvieron amplímeros in silico para los pares de primers
especificados o que no daban información de todos los
niveles taxonómicos. 

Alineamientos
Los alineamientos de las diferentes regiones se hicieron utili-
zando el software Infernal el cual utiliza un modelo de cova-

rianza de estructuras secundarias. Se eliminaron las copias
de 16s rDNA de cada cepa que presentaban 100 % de iden-
tidad y se seleccionó aleatoriamente una copia de cada cepa
para hacer el alineamiento, y esta fue la misma para todas
las regiones variables. El modelo de covarianza se generó con
el modulo cmaln de Infernal a partir del alineamiento dispo-
nible en la base de datos de RDP (http://rdp.cme.msu.edu/),
el cual incluía 508 especies bacterianas. Se tuvo en cuenta
que el alineamiento solo tomara las posiciones comunes
entre las secuencias y el modelo sin incluir aquellas presentes
únicamente en el modelo de covarianza, de igual manera se
especificó que las regiones eran truncadas. El formato de
salida por defecto es Stockholm por lo cual se utilizaron
scripts disponibles en la web (http://blog.mckuhn.de/2010/
08/convert-stockholm-sequence-format-to.html) para con-
vertirlo a Phylip relajado. 

Análisis filogenético
Se realizó inferencia filogenética usando métodos de máxima
verosimilitud implementados en RAxML, con 1000 réplicas
de bootstrap y se tomó como modelo de substitución el S7A
según el manual de Phase (Gowry-Shankar y Jow, 2006) que
incluye 21 parámetros y permite hacer una regresión acer-
tada en el tiempo.

Validación experimental
En el trabajo de laboratorio se estandarizó PCR para regiones
del gen 16s rDNA con cepas de un tampón comercial.
Muestras. Se usó un tampón comercial con probióticos de
marca Ellen para determinar que cepas estaban presentes.
Se tomó el tampón y se sembró en caldo MRS por dos días
a 30 ºC. Se numeraron las colonias de morfología caracterís-
tica (colonias blancas cremosas) y se plaqueó en agar MRS,
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Tabla 1. Primers específicos para regiones variables del 16s rDNA.

Primer Secuencia Nombre Referencia

V1fw 5’-AGAGTTTGSTCCTGGCTCAG 8F/19 Claesson et al., 2010

V2rv 5’-CTGCTGCCTYCCGTA BSR357/15 Claesson et al., 2010

V2fw 5’-AGYGGCGNACGGGTGAGTAA F101/19 Claesson et al., 2010

V3rv 5’-ATTACCGCGGCTGCTGG R534/17 Claesson et al., 2010

V3fw 5’-ACTCCTACGGRAGGCAGCAG F338/19 Claesson et al., 2010

V4rv 5’-TACNVGGGTATCTAATCC R802/18 Claesson et al., 2010

V4fw 5’-AYTGGGYDTAAAGNG F563/16 Claesson et al., 2010

V5rv 5’-CCGTCAATTYYTTTRAGTTT BSR926/20 Claesson et al., 2010

V5fw 5’-RGGATTAGATACCC BSF784/15 Claesson et al., 2010

V6rv 5’-CGACRRCCATGCANCACCT R1064/18 Claesson et al., 2010

V7fw 5’-GYAACGAGCGCAACCC BSF1099/16 Claesson et al., 2010

V8rv 5’-GACGGGCGGTGWGTRC BSR1407/16 Claesson et al., 2010

Flrv 5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’ R1492 Dojka et al., 2000

Flfw 5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’ F27 Dojka et al., 2000



después de dos días se evaluaron las colonias. Las colonias
fueron numeradas como T1, T2 y T3.
Se describieron morfológicamente las colecciones por mi-
croscopia de luz (tinción de Gram) y observación de las
colonias en MRS, se caracterizaron de acuerdo a la prueba
bioquímica de catalasa.
Extracción de ADN y PCR. Se sembró cada una de las cepas
en 2 ml de MRS caldo y se incubó a 33 ºC por toda la noche.
Se hizo extracción de ADN por boiling. Brevemente, se centri-
fugaron los tubos 5 min a 1500 rpm y se descartó el sobre-
nadante. Se agregó 1 ml de agua desionizada estéril y se
resuspendió el pellet. Se pasó a un tubo de microcentrífuga
de 1,5 ml y se microcentrifugó a 2000 rpm durante 5 min.
Se descartó el sobrenadante y se repitió el lavado dos veces.
Se resuspendió el pellet en agua desionizada estéril en un
volumen de 100 µL. Se siguió el mismo procedimiento para
una cepa aislada previamente en nuestro laboratorio, LAC-
185 (Cepario del Laboratorio de Ecología Microbiana y de
Alimentos – LEMA – Universidad de los Andes). 
Para la lisis de la célula y separación del material genético se
calentó por 20 min. en baño de agua a 100 ºC. Se tomó como
templado para la reacción de PCR una alícuota de 4,5 -7,5 µL.
Los primers usados para cada cepa aparecen en la Tabla 2.
Los ciclos de PCR fueron: denaturación a 94 ºC por 2 min,
luego 35 ciclos de denaturación a 94 ºC por 45 s, anillaje a
53 ºC por 45 s y elongación a 72 ºC por 1 min. Finalmente,
se dejó un ciclo a 72 ºC por 10 min para extensión final. Se
obtuvo la secuencia de los amplímeros usando química de
Sanger (Macrogen, Korea; http://www.macrogen.com/).

RESULTADOS

Análisis de regiones variables
El número de copias del operon rrn varió entre uno y nueve
para los microorganismos en estudio. Para estas copias los
primers utilizados anillaron en la mayoría de los casos, dando
un número máximo de amplímeros para cada región variable
de 204, con base en el cual se calculó el número de datos
faltantes. De los genomas analizados se encontró que diez
no presentaban región para el 16s rDNA y dos fueron clasi-
ficados como cianobacterias por lo cual se excluyeron del

análisis filogenético, adicionalmente una cepa fue clasificada
como Enterococcus, esta clasificación fue independiente de la
región del 16 rDNA empleada.
Se observaron agrupaciones diversas, al 100 % de identidad,
entre copias de 16s de una misma cepa con CD-HIT-EST (Fi-
gura suplementaria 1). De igual manera se observan clusters
que incluyen copias de diferentes cepas que en general pertene-
cen a la misma especie. Los clusters 31 y 38 (Figura suplemen-
taria 1, tabla suplementaria 2) tienen el máximo de copias,
incluyendo cepas de L. iners. La mayoría de los clusters se orga-
nizan por cepa o por especie. Las cepas reportadas como cia-
nobacterias no presentan agrupación en ninguno de los clusters. 

Programas de clasificación RDP y STAP
Todas las regiones variables presentan ausencia de datos
para ciertas secuencias y además falsos negativos. Las figuras
2 y 3 muestran la distribución de verdaderos positivos (TP),
falsos negativos (FN) y datos ausentes (NA) para los frag-
mentos analizados por RDP y STAP respectivamente para
diferentes niveles en la jerarquía taxonómica. 
En la Figura 2 se observan las tasas de acierto y error de RDP.
Para dominio, phylum, orden y clase, (A) el mayor número de
amplímeros clasificados correctamente los presenta la región
V5V6 y las regiones V1V4, V1V5, V1V6 y V1V8 presentan la
menor cantidad de amplímeros clasificados; el fragmento con
mayor proporción de falsos negativos comprende las regio-
nes V2V5; para la familia y el género (B y C), V5V8 presenta
el mayor número de amplímeros asignados correctamente, y
la menor cantidad la tienen las mismas regiones que A.

Utilizando STAP, tenemos que, como muestra la Figura 3, para
dominio y phylum, la región V1V2 es la que presenta un mayor
número de amplímeros clasificados correctamente con los
primers seleccionados y V2V3 la que presenta el mayor número
de amplímeros sin clasificación. La región con mayor número
de falsos negativos es V5V6. Para orden, clase y familia se ob-
serva que V1V2continua presentando el mayor número de
amplímeros clasificados correctamente, V2V3 el mayor núme-
ro de amplímeros sin clasificar, pero para este caso la región
con mayor error es V5V8. Para género se pierde gran cantidad
de datos ya que los fragmentos no logran resolver hasta esta
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Tabla2. Primers usados para secuenciar regiones parciales del gen 16S rDNA en cepas de Lactobacillus spp.

Strain Primer Fw Primer Rv

T1 8F/19 R534/17

F27 R1492

T2 8F/19 R534/17

T3 8F/19 R534/17

LAC-185 8F/19 R534/17

F27 R1492



categoría taxonómica; se observa que V3V5 tiene el mayor nú-
mero de amplímeros clasificados, y V1V8 el que presenta me-
nor número de amplímeros clasificados. Sin embargo, aun-
que V3V5 tiene una gran cantidad de fragmentos clasificados,
su tasa de error es aproximadamente del 50 %. Las regiones
V1V5, V1V6 y V4V6 presentan las mayores tasas de error en
comparación con los verdaderos positivos. 
Si se busca una clasificación hasta género es confiable hacerla
utilizando la región V3V5 que tiene un mayor cubrimiento y
tasa de error muy baja, pero si se desea llegar a una aproxima-
ción de especie o de grupo la región V1V3 presenta la menor
tasa de falsos negativos aunque su cubrimiento no es el mayor. 
El análisis filogenético mostró que todas las regiones dan to-
pologías diferentes, sin embargo, como se observa en la Figura
4, hay grupos que se conservan en los análisis hechos para to-
das las regiones y pertenecen a un mismo grupo de Lactobacillus.
Se observan cuatro grupos definidos en todas las regiones

variables, los cuales se corresponden a: primero L. oris, L. reuteri
y L. fermentum; segundo L. plantarum, L. casei, L. rhamnosus y
L. salivarus; tercero L. gasseri y L. iners y cuarto L. acidophilus, L.
delbrueckii, L. amylovorus, L. amylolyticus, estos tienen buen so-
porte de clado, sin embargo, para las regiones variables V7V8,
V5V8, V5V6 se pierden estos grupos totalmente. Los grupos
formados presentan algunas diferencias en la topología que
no se tuvieron en cuenta dado que no tenían buen soporte.
Las regiones que presentan las mismas relaciones entre grupos
son V1V8, V2V8, V4V8, V1V3, V2V5 y V1V5. No se pueden in-
dicar relaciones de ancestría por falta de datos de muestreo
por lo cual el árbol fue enraizado en el punto medio. Se asu-
mió buen soporte como mayor a 70. 
En cuanto al análisis de laboratorio, las colonias caracte-
rísticas aisladas del tampón se muestran en la Figura 5. Las
tres cepas aisladas al igual que la cepa LAC-185, presentaron
coloración violeta en la tinción de Gram indicando que son
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Figura 2. Clasificación por RDP de las regiones variables obtenidas. Se observan las regiones que no amplificaron o no dieron resultado (NA), falsos
negativos (FN) y verdaderos positivos (TP). En A. se muestra la clasificación obtenida para Dominio, Phylum, Orden y Clase; B. muestra la clasificación
para familia; C. muestra la clasificación para género.



Gram positivas y son bacilos no esporulados. Las pruebas
bioquímicas reflejaron que son catalasa negativo y presenta-
ron crecimiento óptimo en MRS pH 6,2 a 33 ºC. Las colonias
aisladas presentan una morfología macroscópica redonda,
cremosa, de bordes irregulares y olor característico. La cepa
T3 es pequeña con un diámetro de 0,05 mm, T2 es mediana
con diámetro 0,15 mm y T1 es grande con diámetro 0,2 mm. 
La estandarización de PCR mostró que el perfil descrito en
los métodos era eficiente. Los primers anillaban correcta-
mente y se obtenía una banda más definida y gruesa que la
resultante de la amplificación con los primers universales
disponibles. El amplímero tenía un tamaño de aproximada-
mente 550 pb (Figura Suplementaria 2) que incluía las re-
giones variables 1-3, y los primers universales presentaron un
amplímero de aproximadamente 1200 pb que incluían una
región mayor del 16s rDNA. La mayoría de secuencias obte-
nidas para el 16s rDNA completo no pudieron ser ensam-

bladas dada su baja calidad (datos no mostrados). Utili-
zando RDP tanto para la región V1V8 como para la V1V3
todos los amplímeros clasificaron hasta el nivel de género
como Lactobacillus. Con el análisis de STAP se obtuvo que la
cepa T1 era L. fermentum (GenBank ACC: KC207719), la cepa
T2 L. casei (GenBank ACC: KC207720) y la cepa T3 L. delbrueckii
(GenBank ACC: KC207721). La cepa LAC-185 fue asignada
a Lactobacillus casei (GenBank ACC: KC243415).

DISCUSIÓN
Los resultados de este estudio muestran la importancia de
conocer las regiones más variables e informativas del 16S
rDNA para la identificación de cepas bacterianas dado que
no siempre una región más grande va a representar un resul-
tado mejor, y para todas las especies no se va a dar el mismo
patrón de variación.
Los resultados de CD-HIT-EST en la Figura suplementaria 1,
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Figura 3. Clasificación por STAP de las regiones variables obtenidas. Se observan las regiones que no amplificaron o no dieron resultado (NA),
falsos negativos (FN) y verdaderos positivos (TP). En A. se muestra la clasificación obtenida para Dominio y Phylum, B. muestra la clasificación
para orden, clase y familia; C. muestra la clasificación para género y D. la clasificación para especie.



evidenciaron que no siempre los fragmentos de la misma
especie se agrupan, se observaron casos en que fragmentos
de diferentes cepas formaban grupos. En estudios anteriores
fue reportado que alrededor del 40 % de las secuencias bac-
terianas tiene al menos una copia idéntica en el genoma y en
el 38 % de los genomas todas las copias del operón son idén-
ticas entre sí (Acinas et al., 2004). 
La clasificación por STAP mostró diferentes regiones candi-
datas para clasificación dependiendo del grado de discrimi-
nación al que se pretenda llegar con el estudio. Anterior-
mente se había determinaado que las regiones V1V3 dan una
mejor resolución al identificar especies (Petrosino et al.,
2009; Wu et al., 2010), lo cual tiene relación con el resultado

de este ensayo al tomar los datos de clasificación de especie.
Para RDP, se observó un patrón diferente para la clasifica-
ción, las regiones de V1V4-V8 presentan el mayor error y por
ende pueden presentar bastante ruido en la identificación de
cepas al igual que la región V5V6 que antes había sido repor-
tada como la mejor región para identificación de bacterias
(Claesson et al., 2010). Fue reportado anteriormente que el
menor error se daba en bacterias en la clasificación hecha
con las regiones V2V4, dando el mejor resultado (88,7 %)
para regiones superiores a 400 pb (Cole et al., 2009),
Los árboles filogenéticos debieron ser comparados entre sí
para cada combinación posible de copias del 16s rDNA, con
lo cual se tendría un resultado más acertado que por la es-
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Figura 4. Árbol filogenético obtenido para Lactobacillus con las regiones V1-V8 del 16s rDNA.



cogencia al azar dado que pudieron haberse elegido las
copias más similares entre cepas. Además, se debería evaluar
en el laboratorio cual de las copias esta siendo expresada o
si todas se expresan al mismo tiempo, lo cual podría explicar
problemas de clasificación, dado que los sitios más variables
se perderían como errores de secuenciación. Sin embargo, se
obtuvo una organización en grupos similar a la obtenida por
Canchaya et al., (2006) quienes hicieron la filogenia con el
16s rDNA de 111 cepas disponibles en la base de datos de
RDP. Han sido descritos cinco grandes grupos de Lactobacillus
los cuales son L. acidophilus que incluye a L. acidophilus, L.
amylovorus y L. amylolyticus; L. johnsonii que incluye a L. gasseri y
L. iners; L. sakei, L. plantarum y L. salivarus. Estos mismos grupos
a excepción de L. sakei se encuentran conservados.
Por medio de la validación experimental se obtuvo que las
cepas aisladas del tampón probiótico correspondieron a las
indicadas por la casa comercial (Ellen AB; http://www.ellenab.
se/en/) aunque no fue posible obtener su clasificación hasta
el nivel de subespecie. Las cepas indicadas por la casa comer-
cial son L. gasseri LN40 el cual puede corresponder a la cepa
T3 aislada que clasificó como L. delbrueckii ya que son muy
cercanos filogenéticamente, L. fermentum LN99 que corres-
ponde a la cepa T1 y L. rhamnosus LN113 el cual se aisló como
la cepa T2 y se clasificó hasta dentro de L. casei del cual L.
rhamnosuses una subespecie (Petricevic et al., 2008). En el
caso de LAC-185 y T1 la clasificación obtenida fue idéntica
al usar tanto el gen 16S rDNA completo como la región
V1V3. Esto nos permite sugerir que esta región mínima obte-
nida in silicomediante el análisis en STAP también es útil para
la identificación de muestras ex silico. 

Este flujo de trabajo puede ser útil para cualquier tipo de
procariotas para definir las regiones mínimas para su clasi-
ficación las cuales pueden ser empleadas en diferentes tec-
nologías de secuenciación y para análisis de metagenómica.
Sin embargo, para una clasificación más específica pueden
realizarse otros tipos de análisis entre los cuales se incluyan
más genes y caracteres fenotípicos relevantes en cada grupo.
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TABLAS SUPLEMENTARIAS
Tabla Suplementaria 1. Cepas utilizadas en este estudio. Se describe el número de copias del 16s rRNA, número de accesión, especie y cepa.

# 16s rRNA N acceso Especie Cepa

5 NC_008526 Lactobacillus casei ATCC 334

4 NC_006814 Lactobacillus acidophilus NCFM

4 NC_015214 Lactobacillus acidophilus 30SC

0 NZ_ACHN0100000 Lactobacillus acidophilus ATCC 4796

1 NZ_ADNY0100000 Lactobacillus amylolyticus DSM 11664

4 NC_014724 Lactobacillus amylovorus GRL 1112

5 NC_008497 Lactobacillus brevis ATCC 367

0 NZ_ACGG0100000 Lactobacillus brevis subsp. gravesensis ATCC 27305

5 NC_015428 Lactobacillus buchneri NRRL B-30929

0 NZ_ACGH0100000 Lactobacillus buchneri ATCC 11577

5 NC_010999 Lactobacillus casei BL23

5 NC_014334 Lactobacillus casei Zhang

1 NZ_AEOS0100000 Lactobacillus coryniformis subsp. torquens KCTC 3535

4 NC_014106 Lactobacillus crispatus ST1

0 NZ_ACPV0100000 Lactobacillus crispatus 125-2-CHN

1 NZ_ADGR0100000 Lactobacillus crispatus 214-1

9 NC_014727 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ND02

9 NC_008054 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842

9 NC_008529 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC BAA-365

2 NZ_AEAT0100000 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus PB2003/044-T3-4

5 NC_010610 Lactobacillus fermentum IFO 3956

6 NC_008530 Lactobacillus gasseri ATCC 33323

0 NZ_ABWH0200000 Lactobacillus gasseri MV-22

0 NZ_ACGO0200000 Lactobacillus gasseri JV_V03

1 NZ_ACOZ0100000 Lactobacillus gasseri 202-4

5 NZ_ADFT0100000 Lactobacillus gasseri 224-1

4 NC_010080 Lactobacillus helveticus DPC 4571

4 NZ_ADHG0100000 Lactobacillus iners AB-1

1 NZ_AEHN0100000 Lactobacillus iners LactinV 11V1-d

1 NZ_AEHO0100000 Lactobacillus iners LactinV 09V1-c

1 NZ_AEHP0100000 Lactobacillus iners LactinV 03V1-b

1 NZ_AEHQ0100000 Lactobacillus iners LactinV 01V1-a

1 NZ_AEHR0100000 Lactobacillus iners SPIN 2503V10-D

1 NZ_AEKH0100000 Lactobacillus iners LEAF 2053A-b

1 NZ_AEKI0100000 Lactobacillus iners LEAF 2052A-d

1 NZ_AEKJ0100000 Lactobacillus iners LEAF 2062Ah1

1 NZ_AEKK0100000 Lactobacillus iners LEAF 3008A-a

0 NZ_AEPX0100000 Lactobacillus iners ATCC 55195

1 NZ_AEXJ0100000 Lactobacillus iners UPII 143-D

1 NZ_AEXK0100000 Lactobacillus iners UPII 60-B

1 NZ_AEXP0100000 Lactobacillus iners SPIN 1402G

1 NZ_ABWG0200000 Lactobacillus jensenii 1153

4 NZ_ACGQ0200000 Lactobacillus jensenii JV_V16
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Continuación de la Tabla Suplementaria 1.

# 16s rRNA N acceso Especie Cepa

1 NZ_ACOY0100000 Lactobacillus jensenii 269-3

1 NZ_ADEX0100000 Lactobacillus jensenii 208-1

6 NC_005362 Lactobacillus johnsonii NCC 533

4 NC_013504 Lactobacillus johnsonii FI9785

0 NZ_ACGR0100000 Lactobacillus johnsonii ATCC 33200

4 NC_015602 Lactobacillus kefiranofaciens ZW3

1 NZ_AEKL0100000 Lactobacillus oris PB013-T2-3

0 NZ_ABQV0100000 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 8700 2

0 NZ_ACGY0100000 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei ATCC 25302

5 NC_004567 Lactobacillus plantarum WCFS1

5 NC_012984 Lactobacillus plantarum JDM1

5 NC_014554 Lactobacillus plantarum subsp. plantarum ST-III

6 NC_009513 Lactobacillus reuteri DSM 20016

6 NC_010609 Lactobacillus reuteri F275 Kitasato

6 NC_015697 Lactobacillus reuteri SD2112

6 NZ_AAPZ0200000 Lactobacillus reuteri 100-23

5 NZ_ACGX0200000 Lactobacillus reuteri MM4-1A

5 NC_013198 Lactobacillus rhamnosus GG

5 NC_013199 Lactobacillus rhamnosus Lc 705

1 NZ_ABWJ0100000 Lactobacillus rhamnosus HN001

0 NZ_ACIZ0100000 Lactobacillus rhamnosus LMS2-1

1 NZ_AFOJ0100000 Lactobacillus ruminis SPM0211

1 NZ_ACGS0000000 Lactobacillus ruminis ATCC 25644

7 NC_007576 Lactobacillus sakei subsp. sakei

1 NZ_AEBA0100000 Lactobacillus salivarus ACS-116-VCol5a

7 NC_007929 Lactobacillus salivarus subsp. salivarus UCC118

Tabla Suplementaria 2. Clusters obtenidos con CDHIT para agrupación al 100 %.

Cluster Cepas pertenecientes

Cluster 0 NC_010609, NC_015697, NZ_AAPZ02000000, NZ_ACGX02000000, NC_009513

Cluster 1 NC_015428

Cluster 2 NC_015428

Cluster 3 NC_015428

Cluster 4 NC_015428

Cluster 5 NZ_AEKL01000000

Cluster 6 NC_010609, NZ_ACGX02000000, NC_009513

Cluster 7 NC_010610

Cluster 8 NC_010610

Cluster 9 NC_010610

Cluster 10 NC_010610

Cluster 11 NC_010610

Cluster 12 NC_015697

Cluster 13 NC_015697, NZ_AAPZ02000000, NZ_ACGX02000000, NC_009513
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Continuación de la Tabla Suplementaria 2.

Cluster Cepas pertenecientes

Cluster 14 NC_015697, NZ_AAPZ02000000, NZ_ACGX02000000, NC_009513

Cluster 15 NC_015697, NZ_ACGX02000000

Cluster 16 NC_015697

Cluster 17 NZ_AAPZ02000000, NZ_ACGX02000000, NC_009513

Cluster 18 NZ_AAPZ02000000

Cluster 19 NZ_AAPZ02000000

Cluster 20 NZ_AAPZ02000000

Cluster 21 NZ_AAPZ02000000

Cluster 22 NZ_ACGX02000000, NC_009513

Cluster 23 NZ_ACGX02000000, NC_009513

Cluster 24 NZ_ACGX02000000, NC_009513

Cluster 25 NZ_ACGX02000000, NC_009513

Cluster 26 NZ_ACGX02000000, NC_009513

Cluster 27 NC_009513

Cluster 28 NC_009513

Cluster 29 NC_015428

Cluster 30 NZ_AAPZ02000000

Cluster 31 NZ_AEKK01000000, NZ_AEXJ01000000, NZ_AEHP01000000, NZ_AEHO01000000, 
NZ_AEHQ01000000, NZ_AEKI01000000, NZ_AEXK01000000, NZ_ADHG01000000,
NZ_AEHN01000000, NZ_AEHR01000000, NZ_AEKJ01000000

Cluster 32 NC_007576

Cluster 33 NC_007576

Cluster 34 NC_007576

Cluster 35 NC_007576

Cluster 36 NC_007576

Cluster 37 NC_007576

Cluster 38 NZ_AEKK01000000, NZ_AEXJ01000000, NZ_AEHP01000000, NZ_AEHO01000000, 
NZ_AEHQ01000000, NZ_AEKI01000000, NZ_AEXK01000000, NZ_ADHG01000000, 
NZ_AEHN01000000, NZ_AEHR01000000

Cluster 39 NZ_ADFT01000000, NC_008530, NC_005362, NC_013504, NZ_ACOZ01000000

Cluster 40 NZ_ADFT01000000, NC_008530, NC_005362, NZ_ACOZ01000000

Cluster 41 NZ_ADFT01000000

Cluster 42 NZ_ADFT01000000, NC_008530

Cluster 43 NC_005362, NC_013504

Cluster 44 NZ_AEKJ01000000

Cluster 45 NZ_ACOZ01000000

Cluster 46 NC_013199, NC_014334, NZ_ABWJ01000000, NC_013198, NC_010999, NC_008526

Cluster 47 NC_013199, NZ_ABWJ01000000, NC_013198

Cluster 48 NC_013199, NZ_ABWJ01000000, NC_013198

Cluster 49 NC_013199

Cluster 50 NC_013199, NZ_ABWJ01000000, NC_013198

Cluster 51 NC_014334, NC_010999, NC_008526

Cluster 52 NC_014334, NC_010999, NC_008526

Cluster 53 NC_014334

Cluster 54 NZ_AEOS01000000



Continuación de la Tabla Suplementaria 2.

Cluster Cepas pertenecientes

Cluster 55 NC_013198

Cluster 56 NC_013198

Cluster 57 NC_010999, NC_008526

Cluster 58 NC_010999

Cluster 59 NC_010999

Cluster 60 NC_010999

Cluster 61 NC_008526

Cluster 62 NC_012984, NC_014554

Cluster 63 NC_008497

Cluster 64 NC_008497

Cluster 65 NC_008497

Cluster 66 NC_008497

Cluster 67 NC_014554

Cluster 68 NC_014554

Cluster 69 NC_014554

Cluster 70 NC_014554

Cluster 71 NC_004567

Cluster 72 NC_004567

Cluster 73 NZ_ACGQ02000000, NZ_ADEX01000000

Cluster 74 NZ_ACGQ02000000, NZ_ADEX01000000

Cluster 75 NC_015602

Cluster 76 NC_015602

Cluster 77 NC_014724, NC_015214

Cluster 78 NC_010080

Cluster 79 NC_014106, NZ_ADGR01000000

Cluster 80 NC_014106, NZ_ADGR01000000

Cluster 81 NC_006814

Cluster 82 NC_006814

Cluster 83 NC_015214

Cluster 84 NC_015214

Cluster 85 NZ_ADNY01000000

Cluster 86 NC_008529, NC_014727, NZ_AEAT01000000, NC_008054

Cluster 87 NZ_AEBA01000000, NC_007929

Cluster 88 NZ_ACGS02000000

Cluster 89 NZ_AEBA01000000, NC_007929

Cluster 90 NC_008529, NC_014727, NC_008054

Cluster 91 NC_008529, NC_008054

Cluster 92 NC_008529, NC_008054

Cluster 93 NC_008529, NC_008054

Cluster 94 NC_008529

Cluster 95 NC_008529

Cluster 96 NC_008529

Cluster 97 NC_008529

Cluster 98 NC_014727, NZ_AEAT01000000
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Continuación de la Tabla Suplementaria 2.

Cluster Cepas pertenecientes

Cluster 99 NC_014727

Cluster 100 NC_014727

Cluster 101 NC_014727

Cluster 102 NC_014727, NZ_AEAT01000000

Cluster 103 NC_014727

Cluster 104 NC_014727

Cluster 105 NC_014727

Cluster 106 NC_014727

Cluster 107 NC_008054

Cluster 108 NC_008054

Cluster 109 NC_008054

Cluster 110 NC_008054

Cluster 111 NC_008054

Cluster 112 NC_008054

Cluster 113 NC_007929

Cluster 114 NC_007929

Cluster 115 NC_007929

Cluster 116 NZ_ABWG02000000

Cluster 117 NZ_AFOJ01000000

Cluster 118 NZ_ACGS02000000

Cluster 119 NZ_ABWH02000000

Cluster 120 NZ_ACGS02000000

Cluster 121 NZ_AEKH01000000

Cluster 122 NZ_ACOY01000000

Cluster 123 NZ_ACGS02000000

Cluster 124 NZ_ADEX01000000

Cluster 125 NZ_ACGS02000000

Cluster 126 NZ_ACGS02000000

Cluster 127 NZ_AEAT01000000

Cluster 128 NZ_ACGS02000000

Cluster 129 NZ_ACGS02000000

Cluster 130 NZ_AEXP01000000

Cluster 131 NZ_ACGS02000000

Cluster 132 NZ_ACGS02000000

Cluster 133 NZ_ACGS02000000

Cluster 134 NZ_ACGQ02000000

Cluster 135 NZ_ACGS02000000

Cluster 136 NZ_AEAT01000000

Cluster 137 NZ_AEAT01000000

Cluster 138 NZ_ACGS02000000

Cluster 139 NZ_ACGS02000000
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FIGURAS SUPLEMENTARIAS

Figura Suplementaria 1. Agrupación de cepas por CD-HIT (16s rRNA completo).

Figura Suplementaria 2. Gel de amplicones de las regiones variables 1-3 del 16s rDNA de Lactobacillus aislados del tampón. El control positivo es LAC185.
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