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Reaccion en Cadena de |la Polimerasa
(PCR)

-Tecnica mas importante y revolucionaria en biologia
molecular.

-Permite obtener in vitro millones de copias de un
fragmento de ADN a partir de una sola molécula.

-En Procariotas al menos 12 proteinas actuan en la
sintesis de dos nuevas hebras de ADN a partir de
otra que funciona como molde (template).



Enla célula......

1) Identificacion del sitio de origen de la replicacion

2) Desenrollamiento de la doble hélice

3) Estabilizacion de la estructura desenrollada

4) Generacion de cadenas iniciadoras complementarias con un
extremo 3’ libre que sirve de iniciador para que la ADN
polimerasa comience su actividad catalizadora

5) Avance de la bifurcacion replicadora por desenrollamiento.

6) Ensamblaje de dos cadenas complementarias

7) ldentificacion de los sitios de terminacion

8) Superenrollamiento de las dos nuevas moléculas de ADN



éIn vitro...qué necesita la PCR? Minimo......

-Termociclador

-ADN molde con el gen de interés

-Buffer > mantener pH

-dNTPs (ATCG)

-primers (Reverse and Forward 15-30bp)
-MgCl, - cofactor necesario para la taq
-tag polymerasa

-ddH,0



Opcional--Aditivos

-BSA-> captura inhibidores de PCR

-DMSO - disminuye la estructura secundaria del
ADN

-T4 gp32

-Glicerol: incrementa la estabilidad termica

de la taqg

Betaina-> mejora la amplificacion

Triton X-100 inhibe formacion de estructuras
secundarias del ADN



Temperaturas de la PCR, pasos necesarios

Primers en exceso en comparacion con el ADN
a ser amplificado.

Los primers hibridan con la cadena
complementaria de ADN y estan orientados
mirando hacia su extremo 3’

Asi, la taq polimerasa cataliza la sintesis de la
nueva cadena en sentido 5" — 3’




Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR)




Ne= Nr 2¢ ¢= n® de ciclos




Comprobacion del producto PCR punto final

Gel de agarosa

0.8-2.5% para productos de PCR

-1000 bp

- 500 bp

- 100 bp

- Primess




Algunas recomendaciones.......

- control positivo

Siempre un control negativo

Limpieza de pipetas

Puntas con filtro

Preparar la mezcal en una campana donde no haya ADN ni
RNA

ddH20

uv

Material autoclavado



éDénde encuentro los primers?
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RT-PCR
(Transcriptasa Reversa-PCR)

RT

ARNmM ADNC

Se utiliza para analizar la expresion del ARNm de
algun gen de interés.



Reaccion en Cadena de la Polimerasa
Combinada con Retrotranscripcion (RT-PCR)

Variante de la técnica de PCR que permite la deteccion y amplificacion de
copias de ARN presentes en una muestra.

Se basa en el aislamiento de ARN y su conversion en ADNc, mediante empleo

de la transcriptasa inversa viral como paso previo a la reacciéon de PCR (RT=
retrotranscripcion).

Las bacterias con altos niveles de ARNr (alto n? de ribosomas) son
generalmente las mas activas desde el punto de vista funcional.

ADN ".. thﬂ%



RNA,

Primers
ReverseTranschptase
DNAPolymerase
Bufer Reagents

RNA,

Nonspecific Pimer
Reverse Transciptase
DNA Polymerase

Buffer Reagents

RT-PCR v

One-Step

RT-PCR
Reverse
Transcnpton@

cDNA,

PCR
Specific Primer . @

Two-Step
RT-PCR

A: cDNA synthesis and pre-
denaturation

B: PCR amplification

C: Final extension-(optional)

Perform 1 cycle of:
45-55°C for 15-30 minutes

94°C for 2 minutes

Perform 35-40 cycles of:

Extend, 68-72°C for 1 minute/kb

1 cycle of 72°C for 5-10 minutes

Denature, 94°C for 15 seconds For Perkin-Elmer Model 480 cycler, use
Anneal, 55-60°C for 30 seconds 30 second denaturation instead of 15 seconds.

SuperScript® IV Reverse Transcriptase User Guide



gPCR o Real-Time PCR (PCR en tiempo real)

También denominada qPCR (quantitative PCR)

-Permite cuantificar el nUmero de copias de un fragmento de ADN 6 ARN presente
en una muestra, combinando la técnica de PCR con la deteccidn cuantitativa de la
emision de fluorescencia en cada ciclo.

-El producto es monitoreado conforme transcurre la reaccion.

- Es el método mas sensible para detectar y cuantificar una regién de interés, aun
con cantidades de molde muy pequeiiitas.

Aplicaciones:

= Deteccidn y estudio cuantitativo de la expresion de genes de interés en una
comunidad mixta.

= Cuantificacion de grupos de microorganismos en comunidades complejas.



PCR/RT-PCR en tiempo real (QPCR/RT-qPCR)

Dos métodos principales:

No especificos;

= Deteccion de copias de ADN bicatenario, mediante su union inespecifica a
una molécula emisora de luz

Especificos

= Empleo de sondas especificas complementarias de la secuencia del
fragmento diana, marcadas con moléculas emisoras de luz fluorescente
(reporteros fluorescentes) mientras se amplifican:

= TagMan probes (las mas utilizadas)
= Molecular beacons

= Scorpions

= QOtros

TagMan probe RS 773




PCR/RT-PCR en tiempo real (QPCR/qRT-PCR)

SYBR Green |

Fluorocromo, se une inespecificamente al ADN
bicatenario

Tras la unién, incrementa la emisiéon de
fluorescencia verde

O O incremento de
vha la fluorescencia

W
© o © & K
ADN monocatenario ADN bicatenario
no se une a SYBR green se une a SYBR green

Kuang et al., 2018



PCR/RT-PCR en tiempo real (qPCR/qRT-PCR)

Durante la qPCR:

SybrGreen

TIITTIIT
9

Desnaturalizacion:

® (&)
ADN monocatenario/

no se une a SYBR ® ®

green ¥ &

No hay emision de fluorescencia

SybirGreen™ libre

@

ADN monocatenario

o Ol

El cebador se une al

0 9 l
Annealing:
T

Extension: .
La Taq polimerasa (1®,
amplifica el SAEATTEAT
fragmento, ()

generando ADN

bicatenario, que se  Emision de fluorescencia
une a SYBR green

520 nm

La fluorescencia se va incrementando exponencialmente en cada ciclo



SYBER Green

Ventajas.... Bajos costos

Desventajas.. Primer dimers... software



PCR/RT-PCR en tiempo real (QPCR/qRT-PCR)
TITTTTITITT
JUsn .
Sonda fluorescente
Desnaturalizacién “apagada”

Especificos=> Transferencia de energia de resonancia fluorescente (FRET)
La energia se transmite del reporter(donador) al quencher (aceptor)
Sondas:

-Hidrolisis
-Hibridacion



Sonda fluorescente (Tagman probe)—> hidrolisis

grupo grupo de

Fluorescente “apagado”
Ejemplo: FAM Ejemplo: TAMRA

= Complementaria al interior del fragmento que se quiere
amplificar.

= Extremo 3’ bloqueado = no funciona como cebador

= Marcada con un colorante fluorescente y un grupo “quencher”
(de apagado).



PCR/RT-PCR en tiempo real (qPCR/qRT-PCR)
LU L Q0

[T — T
— ]

Sonda fluorescente

Desnaturalizacion “apagada” J m
Cambios conformacionales en el reporter y "I
quencher (supramolecular. Van der Waals Adicion de

y puentes de H, ' cebadores
A PCR c ®

Al amplificar el fragmento, la
actividad 5°exonucleasa de la
Taq polimerasa degrada la
sonda, liberando la
fluorescencia




PCR/RT-PCR en tiempo real (QPCR/qRT-PCR)

Cuantificacion: (Ct value)
Se establece una concentracion de ADN/ARN umbral como estandar,

el numero de ciclos que se necesitan para alcanzarla permite calcular la
concentracion inicial de ADN/ARN en la muestra original, por comparacion

con patrones.

cantidad de fluorescencia/n2 de ciclos

TETTTT
111
]

LV

Cada linea representa la fluorescencia
de una muestra con distinta cantidad
de ADN inicial.

OtT

01 |

cantidad de fluorescencia

|
|

| { ||
| | 1]
| L |
‘ |

‘ I (
+ o B B

1
|

| . l
ooor LLLLLL ] » ~ '
13 5 7 011131517 10 21 23 26 27 20 31 33 35 37 39 41 43 45

n? de ciclo

> Cantidad de fluorescencia
correspondiente a la concentracion de
ADN umbral.



PCR/RT-PCR en tiempo real (QPCR/qRT-PCR)

Tipos de sondas fluorescentes = Hibridacion

Molecular beacons

Loop
Sequence .
Loop Sequence . .
5' Reporter | Cuando las dos sondas hibridan al
Stem 1 3' Quencher molde, el reportero es exitado y la
Sequence R & i ~ iy .
- "I (Q sefal emitida es transferida al
0 -
o i = S - ww_ _ aceptor (quencher), generando un
S : 5 Reporter Amplified Target DNA aumentO en Ia Cant|dad de
' Quencher .
La sonda esta flanqueada por ‘La sonda unida al ADN molde se fluorescencia
secuencias complementarias, despliega y al separarse el grupo
gue mantienen unidos el grupo fluorescente y el quencher emite
fluorescente y el quencher. En fluorescencia
solucidn, no emite fluorescencia
Loop i
Loop Blocker Sequence Scorplons
A Sequence
Internal , . .
o gty Quencher 5' Reporter La sonda estd flanqueada por secuencias complementarias, que
Sequence \,,' - _‘IQ mantienen unidos el grupo fluorescente y el quencher (no emite
",t 'W R fluorescencia). Ademds, estd unida al cebador de PCR por un
R _ e e nucledtido bloqueante.
L PCR Primer PCR Primer A ;
5 Reporfer I ” | 1 'gzﬁ'z,SV"t,““'Z“ Tras la amplificacion del ADN molde, se despliega la sonda y se une al
2 el ADN recién sintetizado. El grupo fluorescente y el quencher se
DNA Complementary Sequence . .
separan, emitiendo fluorescencia
1. Quenching of the fluorescence 2. Emission of the fluorescence

Navarro et al., 2015 Clin Chim Acta. 2015 Jan 15;439:231-50.



Consideraciones para qPCR

-Triplicados
-Controles negativos
-curva estandar
-control positivo



Multiplex PCR

- Amplificacidon simultanea en un unico tubo distintas
secuencias especificas

- Necesita Temperaturas de annealing similares



Discusion en clase....
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Update on the diagnosis of invasive fungal infection.
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# Author information

Abstract

The number of patients at risk of suffering invasive fungal infection (IFl) is increasing. Because of its high mortality, new rapid and

accurate diagnostic tools are needed. Last advances in invasive candidiasis diagnosis comprise Peptide Nucleic Acid Fluorescent In- !
Situ Hybridization (PNA-FISH), direct MALDI-TOF or multiplex acid nucleic testing. While all of them rely in positive blood cultures, |
T2Candida uses PCR coupled with T2Magnetic resonance detection directly in whole blood, allowing detection of 1-3 UFC/mL of !
Candida in about four hours. Beyond galactomannan (GM), novelties in IFl caused by molds include the international standardization of

PCR techniques, with several commercial kits available. A combination of GM and PCR appears to be a good diagnostic strategy for |
invasive aspergillosis. PCR coupled to electrospray ionization/mass spectrometry and detection of volatile organic compounds in

exhaled air by gas chromatography/mass spectrometry are other promising approaches to IFI diagnostic that still need to be validated. |

PMID: 28882009 |
[Indexed for MEDLINE]  Free full text |



PCR Digital

. ddPCR™:La tercera generacion de la PCR |

1a 22 32 Generacion

Electroforesis Real-Time PCR Droplet Digital PCR
en gel (cuantificacion indirecta) (cuantificacion absoluta)

(cualitativo)

= Punto final (O’'s 0 1's)

= Menos sensible a la eficiencia de reaccion
= No se requiere curva estandar

= Mayor tolerancia a inhibidores de la PCR

Digital Biology Center

Droplet DigitalTM PCR Applications Guide



Droplet Digital PCR: Una solucion poderosa

1. Gotas 3. Lectura

N ﬂ
LN iL' N J

JL (L\_ N L
Ne8000°7

Formador de gotas % Termociclador 9 Lector de gotas

convencional

e~y

e
4
\ >

= Resultado: copias/pl
= Rango dinamico: 1-100,000 copias/pozo

Digital Biology Center

Droplet DigitalTM PCR Applications Guide



. Particion de la muestra

Reacciones de PCR en
nanogotas independientes,
amplificacion de eventos
individuales

Una Varios miles de
medicion mediciones

Droplet DigitalTM PCR Applications Guide



=La division de la PCR en pequenos grupos permite lecturas de “si/no”,
las cuales son independientes de la eficiencia del ensayo y de
inhibidores comunes.

2| 1 _’ =)

Droplet DigitalTM PCR Applications Guide



Bio-Rad QX200™ Droplet Digital PCR System

Droplet Generator

= = Droplet Reader
Reactivos Consumibles
T . aur- T ——
PP s o geee® ER VRS

El sistema ddPCR QX200 proporciona una precision y sensibilidad sin
igual en la cuantificacién absoluta de acidos nucleicos con la flexibilidad
del uso de sondas o colorante EvaGreen

Droplet DigitalTM PCR Applications Guide



. Procedimiento

1. Preparacion 2. Formacion de
de la reaccion gotas

3. PCRen 4. Lecturay
presenECIa ge sondas analisis de datos
o Eva Green

Ninital Rinlanv Cantar

Droplet DigitalTM PCR Applications Guide



- Aplicaciones

=Cuantificacion absoluta (sin curva estandar)
=Analisis de una sola célula

=Deteccion de patogenos

Droplet DigitalTM PCR Applications Guide



Escenario 1. Ventaja
Poca cantidad de ADN distribuido en miles de eventos (en este caso gotas).
-La distribucion al azar hace que sea muy alta la probabilidad de que una gota tenga solo una

copia de DNA de interés, por lo tanto, al cuantificar las gotas positivas, las puedes correlacionar
directamente con el numero de copias de DNA que habia originalmente en la muestra

Escenario 2. No es tan facil

Alta cantidad de ADN distribuido en miles de eventos. La distribucién al azar de las
moléculas de DNA resulta en que una gota contiene varias copias del DNA de interés. En este caso,
para hacer la correlacidon del nUmero de gotas positivas con el nimero de copias del gen de interés,
se tiene que aplicar un ajuste matematico.

Se aplica el algoritmo de Poisson, el cual relaciona la fraccidn de gotas positivas con el nUmero de
copias de DNA.

-baja cantidad de DNA molde, para no saturar las gotas.
-funciona bien para eucariotas y muestras poco complejas
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ABSTRACT

The abundance of total and metabolically active populations of [Mycolata was evaluated in a full-scale

[ membrane bioreactor (MBR)|experiencing seasonal foaming, using quantitative PCR (gPCR) and retro-

transcribed gPCR (RT-gPCR) targeting |the 16S rRNA gene guenceJWhile the abundance of total

Mycolata remained stable (10" copies of 165 rRNA genes/L activated sludge)|throughout four different

observed in samples of two expenimental

metric multidimensional scaling and BIO-ENV

Lmetric_multidimensional scaling and BIO-ENV| analyses demonstrated that this ratio was|positively

experimental phases, significant variations (up to one order of magnitude) were observed when the 16S
rRNA was targeted. The highest ratios of metabolically active versus total Mycolata populations were
hases when foaming was experienced in the MBR.|N0n- ‘

correlated to the concentrations of substrates in the influent water, F/M ratio, and pH, and negatively

correlated to temperature and solids retention time.|It the first time that the ratio of metabolically active
versus total Mycolata is found to be a key parameter triggering foaming in the MBR; thus, we propose it
as a candidate predictive tool.

© 2016 Elsevier Ltd. All nghts reserved.




Introduccion

Plantas de tratamiento de aguas
residuales (WWTPs)

Los actinomicetos nocardioformes
Acidos micélicos (Mycolata)
Suborden Corynebacterinea

Orden Actinomycetales

Espuma bioldgica

N

Organismos
filamentosos

@

Mejor
comprension del
fondo microbiano

Este grupo de microorganismos contiene especies
filamentosas que causan problemas de formacion de
espumas bioldgicas ("foaming") en plantas de
tratamiento de aguas residuales con sistemas de
fangos activos.

g Descrito Gordonia; sin embargo existe una mayor

diversidad de Mycolata.



Mycolata

Biorreactor de
membrana

Bacterium with Ribosome synthesizing
ribosomes a protein

RT — gPCR
16S rRNA

Escalamiento
multidimensional
no métrico (MDS)

BIO-ENV

CONDICIONES
AMBIENTALES

Temperatura, pH, biomasa

PARAMETROS
TRH, SRT




Materiales y Métodos




Table 1
Primers used for the quantification of total and active populations of Bacteria and Mycolata in the MBR samples.

Group Gene marker Primers References
Name Sequence (5'-3')
Bacteria V3- P1 (341F) CCTACGGGAGGCAGCAG (Muyzer et al., 1993)
16S rRNA P2 (534R) ATTACCGCGGCTGCTGG
Mycolata 16S rRNA F249 GATGGGCCCGCGGCCTATCA (de Azeredo et al., 2006)
R689 TACACCAGGAATTCCAGTCT
Table 2
qPCR cyding conditions used for the quantification of the abundance of total and active populations of Bacteria and Mycolata in the MBR samples.
Total bacteria Mymlata
Initial denaturalization 95 °C 95 °C
3 min 3 min
Amplification Denaturalization 94 =C 94 =C
(x40 cycle) 30s 1 min
Primers annealing 58 «C 56 <C
40 s 40 s
Elongation 72°C 72°C
40s 40s
Melting curve 60°C-95°C + 2 °*C/min

Fluorescence measured each 15 s
Hold 25°C




Discusion de Resultados
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Fig. 1. (A) Numbers of copies of 165 rRNA genes and 165 rRNA of Bactena (in logarithmic scale), per L of activated sludge, quantified by gPCR in the full-scale membrane bioreactor
(MBR) during the Sm09, Au09, Sm10 and Wn12 experimental phases. (B) Numbers of copies of 165 RNA genes and 16S rRNA of Mycolata (in logarithmic scale), per L of activated
sludge, quantified by qPQR in the fullscale membrane bioreactor (MBR) during the Sm09, Au09, Sm10 and Wn12 experimental phases. (C) 165 rRNA/16S rRNA gene ratios of
Bacteria (D) 16S rRNA/ 16S rRNA gene ratios of Mycolata. The samples in graphics (A) to (D) are named by date and are followed by “A™ when retrieved from the aerated bioreactor,
or “X” when retrieved from the anoxic bioreactor. (E) Average and standard deviation of the numbers of copies of 165 rRNA genes and 165 rRNA of Bacteria and Mycolata quantified
in the MBR in each experimental phase, expressed per L of activated sludge. Data followed by the same lower-case letter do not significantly differ according to the Mann—-Whitney



Bacteria Mycolata

16S rRNA gene 16S rRNA 16S rRNA gene 16S rRNA

Sm09 1.8x10'2+6.4x10" (a) 4.2x10'"+1.6x10'%(c) 1.3x1010+ 2,1x10%(a) 2.6x10'2x 1.3x10"2(ab)
Au 09 2.7x10'2+1.6x10'2(ab) 3.2x10"%+ 1.9x10'%(c) 9.1x10° = 1.7x10°(a) 1.1x10"3+ 7.4x10"? (c)
Sm10 4.0x10'2x 2.5x10" (bc) 3.5%x10"+ 2.7x10'* (a) 2.8x10"9+ 1.8x10°(b) 1.0x10'2+ 3.0x10" (a)
Wn 12 5.9x102+ 2,6x10"2 (c) 1.3x10"5% 6.7x10'3(b) 1.2x107°+ 2,3x107(a) 6.1x10'2+ 6.0x107? (b)

Average 3.6x10%2+9,1x10" 2.3x10%5+ 9.5x10%4 1.4x10"0+ 2,0x10°  5.2x1072+ 3,5x10"2

F.
Bacteria Mycolata
|Sm 09| 2473 + 926 (d) 287 + 237 (b)
Au 09 1363 = 755 (c) 1212+ 812 (c)
Sm 10 82+ 17 (a) 38 +12 (a)
Wn 12 246 + 87 (b) 589 + 497 (bc)
Average 1041 = 461 531354

Fig. 1. (A) Numbers of copies of 165 rRNA genes and 16S rRNA of Bactena (in logarithmic scale), per L of activated sludge, quantified by qPCR in the full-scale membrane bioreactor
(MBR) during the Sm09, Au09, Sm10 and Wn12 experimental phases. (B) Numbers of copies of 165 RNA genes and 16S rRNA of Mycolata (in logarithmic scale), per L of activated
sludge, quantified by qPQR in the full-scale membrane bioreactor (MBR) during the Sm09, Au09, Sm10 and Wn12 experimental phases. (C) 165 rRNA/16S rRNA gene ratios of
Bacteria (D) 16S rRNA/ 16S rRNA gene ratios of Mycolata. The samples in graphics (A) to (D) are named by date and are followed by “A™ when retrieved from the aerated bioreactor,
or “X” when retrieved from the anoxic bioreactor. (E) Average and standard deviation of the numbers of copies of 165 rRNA genes and 165 rRNA of Bacteria and Mycolata quantified
in the MBR in each experimental phase, expressed per L of activated sludge. Data followed by the same lower-case letter do not significantly differ according to the Mann—-Whitney



B 165 rRNA gene  [I] 16S rRNA
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B.
16S rRNA gene 16S rRNA
Sm 09 0.70£ 0.16 (b) 0.07+0.03 (a)
Au 09 0.50+ 0.44 (b) 0.40£0.26 (b)
Sm10 0.83+0.48 (b) 0.48=0.45(b)
Wn 12 0.24+0.21 (a) 0.48+0.48 (b)
Average 0.60+0.32 0.35+0.31

Fig 2. (A) Relative abundance of Mycolata, expressed as percentage of total Bacteria,
based on the quantifications of 165 rRNA genes and 165 rRNA in samples of the full-
scale membrane bioreactor (MBR) throughout the Sm09, Au09, Sm10 and Wni2
experimental phases. The samples are named by date and are followed by “A™ when
retrieved from the aerated bioreactor, or “X™ when retrieved from the anoxic biore-
actor.(B) Average and standard deviation of the relative abundance (%) of copies of 165
rRNA genes and 165 rRNA of Mycolata versus Bacteria in the MBR in each experimental
phase. Data followed by the same lower-case letter do not significantly differ, ac-
cording to the Mann-Whitney U test (p < 0.05).
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Fig. 3. Non-metric multidimensional scaling (MDS) plots, illustrating the ordinations of the activated sludge samples retrieved from the full-scale membrane bioreactor (MBR)
throughout the Sm09, Au09, Sm10 and Wn12 experimental phases, according to the abundance of copies of 165 rRNA genes and 165 rRNA of Bacteria and Mycolata The samples are
named by date and are followed by “A™ when retrieved from the aerated bioreactor, or “X” when retrieved from the anoxic bioreactor. Vectors in plot (A) represent the direction
throughout the ordination of each marker gene quantified in the samples. Vectors in plots (B), (C) and (D) represent the strength and directional influence of each operational
parameter or environmental variable throughout the ordination. The variables which best explained the distributions of the biological data according to BIO-ENV analysis are
marked with an asterisk (* ). Bubblesin plots (C) and (D) superimposed over the samples illustrate the quantification of the abundance of copies of 165 rRNA genes and 165 rRNA of
Bacteria and Mycolata, respectively. The values of each quantification are standardized by total (expressed in each sample as the percentage of the sum throughout the set of

samples).
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Fig.4. Non-metric multidime nsional scaling (MDS) plots, showing the vectors representing the direction of the 16S rRNA/ 165 rRNA gene ratios of Bacteria and Mycolata (A) and the
strength and directional influence of each operational parameter or environmental variable throughout the ordination (B). The samples are named by date and are followed by “A”
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abiotic variable throughout the ordination. In plot ( B), the abiotic vanables which best explained the distribution of the biological data according to the BIO-ENV analysis are marked
with an asterisk (*). Bubbles superimposed over the samples illustrate the quantification of 165 RNA/16S rRNA gene ratios of Bacteria and Mycolata. The values of each ratio are
standardized by total (expressed in each sample as the percentage of the sum throughout the set of samples).



El radio de las poblaciones metabdlicamente activas de Mycolata contra
la poblacidn total es clave para la formacion de espuma en el MBR.

Para la evaluacion del riesgo potencial de la formacion de espuma se
requerira la recopilacion de un mayor numero de datos.

El uso de un analisis multivariado revel6 enlaces sélidos entre las
variables operativas, ambientales y la relacion de Mycolata en el MBR.

Los resultados del presente estudio permite corroborar su relevancia para
la gestion de la diversidad biolégica en la formacion de espuma en los
MBR y proporcionar nuevos conocimientos con respecto a sus papeles en
la generacidn de este problema operativo.



Métodos de fingerprinting:
Electroforesis en Gel con Gradiente Desnaturalizante
o de Temperatura (DGGE/TGGE)
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Electroforesis en Gel con Gradiente Desnaturalizante
o de Temperatura (DGGE/TGGE)

Metodologia que posibilita la separacion de fragmentos de ADN del mismo
tamano pero de distinta secuencia.

La técnica es tan sensible que ajustando convenientemente las condiciones
permite separar secuencias que difieran en un unico par de bases.

Una limitacion es el tamano de los fragmentos que se pueden resolver
electroforéticamente:

= DGGE: 800 bp
= TGGE: 550 bp

No es posible separar el gen del ARNr 16S completo



Electroforesis en Gel con Gradiente Desnaturalizante
o de Temperatura (DGGE/TGGE)

Fundamento:
= Las moléculas de ADN de doble cadena se detienen en su migracion

electroforética cuando se encuentran parcialmente desnaturalizadas.
= La desnaturalizacion de fragmentos ADN de doble cadena se produce bajo
distintas condiciones, segun la composicion de bases (coeficiente de G+C).

Los fragmentos del mismo tamafo se separan durante una electroforesis bajo un
gradiente de desnaturalizantes quimicos o de temperatura, en funcion de su
secuencia.

Composicion en bases del ADN:
n2G=n2C N2 A=n?T

- La unién G-C es mas estable que la A-T
- A mayor coeficiente de G+C, se necesita mayor temperatura o gradiente
guimico para desnaturalizar el ADN.



Electroforesis en Gel con Gradiente Desnaturalizante
o de Temperatura (DGGE/TGGE)

5’ 3’
ADN sin desnaturalizar ||||||||||||||||
1 2 3 40¢C . f L. ’ y
migra en el campo eléctricod 3’ 5
- _ ADN 5’
T - parcialmente ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
- - desnaturalizado
enla 5’
+ migracion
La desnaturalizacion parcial se logra gracias a la introduccion de una cola rica en GC

migra en el campo
eléctrico, a menor
- 3’ 5’
velocidad que
cuando esta sin
desnaturalizar



Electroforesis en Gel con Gradiente Desnaturalizante
o de Temperatura (DGGE/TGGE)

Fragmento diana de la amplificacion:

5’ ATGGCTTATTTTTAGGCGG....... TAGACTAGACTAGCATAGACTGG 3’
3’ TACCGAATAAAAATCCGCC....... ATCTGATCTGATCGTATCTGACC 5’

Disefio de cebadores complementarios:

5’ ATGGCTTATTTTTAGGCGGG. .. ... TAGACTAGACTAGCATAGACTGG 3’

3’ TACCGAATAA

Cola GC
ATAGACTGG 3’

3’ TACCGAATAAAAATCCGCCC...... ATCTGATCTGATCGTATCTGACC 5’

Producto amplificado con cola rica en GC:

5’ ATGGCTTATTTTTAGGCGGG. . . . .. TAGACTAGACTAGCATAGACTGG 3’
3’ TACCGAATAAAAATCCGCCC. . .... ATCTGATCTGATCGTATCTGACC 5’

L J

zona de difl'ci‘desnaturalizacién




Electroforesis en Gel con Gradiente Desnaturalizante
o de Temperatura (DGGE/TGGE)

El ARNr bacteriano tiene 9
regiones hipervariables
(V1-Vv9)

Las regiones que
proporcionan mayor
informacion filogenética son:
V3,V1,V2y V6

A partir de ADN de una
comunidad mixta, es posible
amplificar por PCR con
cebadores universales, el
conjunto de fragmentos
correspondientes a una de
estas regiones hipervariables
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Electroforesis en Gel con Gradiente Desnaturalizante
o de Temperatura (DGGE/TGGE)

Amplificacion de la regidn hipervariable V3:

Nucledtidos 341 a 534 (0.2 Kb)
de la secuencia de E. coli, con cebadores
universales GC-P1y P2 (Muyzer et al. 1993).
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Electroforesis en Gel con Gradiente de Temperatura (TGGE)

B -

PCR con Coleccion de
GC-P1, P2 fragmentos
<0.5 Kb
Conjunto de ADNs
aislados de
comunidad mixta
1 2 340C
| MNNNN  NNDUNNN | NN ) NS ) S—

CTTCTAGT TCCAAAGCCCAA Extraccién del 1L 1 Separacién de
ADN de las T L - fragmentos
bandas aisladas + T ] por TGGE:
Reamplificacién por T Pferfi.les dfe

Secuenciacion y PCR biodiversidad
comparacion en vV V V VY

banco de datos:

e .. Direccion del
Identificacion

gradiente de temperatura
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WWT o Tratamiento de aguas residuales

* Procesamiento de desechos sdélidos por MBR:
1.  Oxidacion de materia bioldgica rica en compuestos de carbono
2.  Oxidacién de materia rica en nitrogeno, principalmente amoniaco
3. Remocidén de nutrientes como fosforo.

e Separacion de particulas por filtracion de membranas

* Los MBRs evita el uso de un clarificador secundario (permite la sedimentacion de
particulas)

* Problemas de las MBRs (Biorreactores membranales)

* La comunidad microbiana esta sujeta a las condiciones que impone el sustrato.
a. Tasas bajas de crecimiento y reduce el potencial respiratorio
b.  Afectala composicion de la comunidad.

* El funcionamiento optimo del biorreactor depende de la composicion de la
comunidad biolodgica.



Objetivo

* Evaluar el efecto que tienen sobre la composicion de la comunidad
bacteriana (Total TP y activada AP) las fluctuaciones de temperatura y
la concentracion de biomasa en el agua de desecho.

* Se usoO agua residual urbana

* 9 meses

* Con fases aireadas y anoxicas

* En etapa previa a la denitrificacion
e iCOmo?

 Evaluando estructura y dinamica de la poblacidon bacteriana mediante
TGGE Temperature Gradient Gel Electrophoresis de ADN y ARN



Método

* 1 bioreactor aireado, 1 andxico y tanque de filtracion

* Mediciones de temperatura automatizadas, concentracion de nitrégeno,
demanda de oxigeno y concentracion de solidos.

* Muestreo
* Primavera (abril y mayo)
* Verano (junio, julio, agosto, septiembre)
* Otofio (octubre, noviembre, diciembre)

* 50 ml de lodo de cada bioreactor, dos veces a la semana (124 en total)
* Para ADN: centrifugar 4 ml por 1 min 14xg
* Para ARN: buffer con inhibidores de RNAsas y estabilizadores de RNA



Extraccion de AN
Transcripcion reversa de muestras de RNA primers universales fD1y rD1

Amplificacion de genes 16s rRNA y region hipervariable V3 para
nestedPCR

TGGE (temp variak'- ‘“ !
secuenciacion s

arge equence
A S )

Which hyper-variable regions to
sequence?

First PCR run.

Unganted primer annealing lecle 1 DNA melting and primer binding.

[ Regor | ot | b

Vi 69-99 30
Fitst run majority PCR products

V2 137-242 105
V3 338-533 295 arget Sequence
va 576-682 106 and A A A AU AT
V5 822-879 57 Second PCR run.

No second run primer Cycle 1 DNA melting and primer binding.
V6 967-1046 79 annealing
V7 1117-1173 56 haat
V8 1243-1294 51 and
V9 1435-1465 30 o A

E.coli 16S SSU rRNA hyper-

variable regions

Uncontaminated final product



Indices

* Range-weightened richness index (Rr) Relacién
entre el numero de bandas (N), el grado de
desnaturalizacion entre la primera y ultima banda
en un gel (D). Estimado de la habitabilidad del |
medio. Rr =(N? xD)

ey -

i i
me e rpnppnnnnn np

Marzorati et al 2008



* Dynamics (Dy) El numero de especies que en promedio son dominantes
(que alcanzan el limite de deteccidn de la técnica ) en un habitat
determinado durante un intervalo determinado. Entre mas especies
diferentes existan por unidad de tiempo se considera que la comunidad

cambia mas y la comunidad es mas dinamica.
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Fig. 2. Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) profiles, moving window analyses (MWA) and rate of change (A values to evaluate

the level of dynamics of betaproteobacterial ammionium oxidizers.

A. A low Dy as observed in a full-scale wastewater treatment plant (Wittebolle et al., 2005).
B. A medium Dy as observed in a nitrifying sequential batch reactor (Wittebolle et al., 2008)
C. A high Dy as observed in nitrifying membrane bioreactor (Wittebolle et al., 2008).

Marzorati et al 2008



* Functional organization Fo

* Los organismos mas aptos para las
condiciones ambiente-microbioldgicas
dadas son los dominantes en la
estructura de la comunidad.

* X: Bandas independientes en el gel

* Y: Abundancia (ancho de banda) en el
gel
* 25% falta de presiones selectivas

* 45% las especies dominantes son las
mas aptas

* 80% pocas especies dominantes,
comunidad altamente funcional pero
fragil ante cambios externos.

* El indice de Shannon cuantifica la
incertidumbre en la prediccidn sobre
cual es la especie de algun individuo
gue tomemos al azar del conjunto de
datos

Cumulative proportion of OTU abundances

04 06
Cumulative proportion of OTUs

Fig. 3. Pareto—Lorenz curves derived from three hypothetical
DGGE patterns. The 25%, the 45% and the 80% curves refer to a
low, medium and high functional organization respectively. The 45°
diagonal represents the perfect evenness of a community.

Marzorati et al 2008
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Analisis de la estructura de la comunidad bacteriana y la
dinamica de poblaciones en el MBR

Analisis Global: 248 muestras de ADN y ARN, mostraron una alta estabilidad de la
estructura de la comunidad bacteriana (comparacion con fingerprints Similitud> 80% ).

Tiempo de retencidn hidraulica

(HRT =38 h) factores que influyen

en la dindamica

Tiempo de retencidn de solidos

(SRT = 20 dias) poblacional

Similitud> 80%

(Judd, 2008;. Molina-Mufioz et al, 2009)



Analisis de Similitud (ANOSIM)

ADN-ARN

(R=0,01)*

Analisis por separados de los
perfiles de ADN y ARN para la
estructura y dindmica
poblacional bacteriana

0/1 y Tipo de banda
detectada

BR con O2-BR sin O2

(R>0,24).



Analisis de la estructura y dinamica de la comunidad bacteriana

en el MBR
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DNA-based TGGE fingerprints analyses (UPGMA)

Dice coefficient-based clustering.
Perfil de ADN

L.

Scale bar: % de similitud entre
el niUmero de nodos

Line marks: limites para considerar
diferencias entre las muestras

A: Aerdbico
X: Andxico
M: control interno (A2)

2 XM Sp Sm  WAu

- - -



DNA-based TGGE fingerprints analyses A: Aerdbico

X: Anoxico

Dice coefficient-based clustering.
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las muestras tomadas el mismo dia en cada BR se agrupado junto con un alto porcentaje de similitud
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Non-metric multidimensional scaling (MDS) plots
Perfil de ADN
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Fig. 1. DNA-based TGGE fingerprints analyses of the full-scale membrane bioreactor (MBR) during the spring, summer and autumn of 2009. (I) Dice coefficient-based
clustering The dotted line marks the clustering similarity level of internal markers, indicating the limit to consider significant differences between samples. The scale bar
indicates the percentage of similarity and the numbers in nodes represent the cophenetic correlation coefficient values. (II) Non-metric multidimensional scaling (MDS) plots
based in relative abundance or incidence of the detected band-classes, with superimposed results of cluster analysis (Bray Curtis coefficient). A: aerated bioreactor; X: anoxic

bioreactor; Sp: Spring; Sm: Summer; Au: Autumn.

Las parcelas MDS ilustran los patrones de distribucién de las muestrasde acuerdo con la
El software Primer similitud entre sus perfiles TGGE

Datos transformados con raiz cuadrada
coeficiente de Bray Curtis
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Non-metric multidimensional scaling (MDS) plots
Perfil de ARN
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Fig. 2. RNA-based TGGE fingerprints analyses of the full-scale membrane bioreactor (MBR) during the spring, summer and autumn of 2009. (I) Dice coefficient-based
clustering The dotted line marks the clustering similarity level of internal markers, indicating the limit to consider significant differences between samples. The scale bar
indicates the percentage of similarity and the numbers in nodes represent the cophenetic correlation coefficient values. (II) Non-metric multidimensional scaling (MDS) plots
based in relative abundance or incidence of the detected band-classes, with superimposed results of cluster analysis (Bray Curtis coefficient) A: aerated bioreactor; X: anoxic
bioreactor; Sp: Spring; Sm: Summer; Au: Autumn.



Analisis para cada temporada con los dos
perfiles (ADN y ARN)



" : . Variacion estructura de la comunidad
otofio (octubre, noviembre y diciembre) Autumn . o
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87% de similitud
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Fig. 3. Dice coefficient-based clustering of the TGGE fingerprints of the full-scale membrane bioreactor (MBR) during the spring, summer and autumn of 2009. A: aerated
bioreactor; X: anoxic bioreactor; M: internal markers (A2). The dotted lines mark the clustering similarity level of internal markers of each clustering analyses, indicating the
limit to consider significant differences between samples. The scale bar indicates the percentage of similarity and the numbers in nodes represent the cophenetic correlation

coefficient values.



Box-and-Whisker plots of the descriptive indices of diversity
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All the MBR samples scored Rr values >30 and the average value of Dy was 6, indices characteristic of a very
habitable ecosystem, with a broad carrying capacity and high microbial diversity

The average value of Fo of the microbial communities in the MBR was 0.5, meaning that the 20% most dominant
populations in the fingerprints contributed half of the cumulative total relative abundance of populations

The H’ index describes the diversity, taking into account both the community species richness and its functional
organization, and the values of H’ calculated for the samples analyzed in the present study scored an average

value = 3.1.



Relative abundances and % of incidence of the band-classes detected in the DNA
and RNA-based TGGE fingerprints
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Bands representative of 33 out of the
46 TGGE band-classes detected
(72%) were successfully reamplified
and sequenced.

Characteristic of band-classes: U:
detected in over 80% of the samples,
Sp: exclusively or predominantly
detected in spring, Sm: exclusively or
predominantly detected in
summer, Au: exclusively or
predominantly detected in autumn,
DNA: exclusively or predominantly
detected in DNA-based profiles,
RNA: exclusively or predominantly
detected in RNA-based profiles.



Variables TGGE band-classes

Non-metric multidimension.
scaling (MDS) plots
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According to BIO-ENV analysis, IThad <« —

strong influence on the bacterial E —
population dynamics in the MBR, being .

ivsss iFSS

the variable which best explained the
global distribution of the relative
abundance of band classes in the TGGE
profiles based in both molecular
templates.

Those band classes detected in all the S~

/ CN

Incidence

BEST: 0.419

fingerprints are not shown in the
incidence plots, since their incidence
was unaffected by the changes of the
variables along the sampling period.

IT strongly correlated with the incidence
and relative abundance of over 50% of
the TP and AP detected by fingerprintii

Over 75% of the AP detected in the RNA- - - )
based TGGE profiles correlated strongh?Z —

Relative abundance

with the C/N ratio, and over 45% of .
these correlations were positive. — ~

Incidence

BEST: 0.382 Stress: 0.18
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Conclusions

Fingerprinting combined with multivariate analyses were proven strong tools to
monitor long-term bacterial population dynamics in a full-scale MBR, revealing
their complex profiles of response to the fluctuations of system variables.

The bacterial community showed characteristics required for the successful and
steady contaminant removal from wastewater under real operating conditions.

Community profiles were often mostly explained by temperature, but relevant
influences of other variables (concentration of iVSS and C/N ratio) were

detected.

These variables were mainly responsible of triggering the shifts between
functionally redundant populations, and understanding their influence
contributes to predict population responses under changing conditions.
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Influent composition

BOD: (mg 0.L) COD (mg 0.1)
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abundance and incidence of band-classes were analyzed.

DNA RNA
Relative Relative
abundance Incidence abundance Incidence
MDS stress 0.10 0.03 0.09 0.03
Value 0.731 0.787 0.822 0.734
- BEST
B Vanables IT IT IT.1VSS. FSS IT, BOD:, 1VSS, FSS, VSS
7
MDS stress 0.10 0.06 0.20 0.14
= Value 0495 0.582 0.406 0.460
£ BEST
= Vanables IT, FSS IT.1VSS. FSS 1IVSS, VSS IT.1VSS, VSS
177}
MDS stress 0.12 0.04 0.16 0.11
o Value 0617 0.580 0472 0430
§ BEST
E Vanables IT IT IT IT




