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ABREVIATURAS

MI: microlitro

ADN/DNA: acido desoxirribonucleico
ARN/RNA: acido ribonucleico

mg: miligramo

ml: mililitro

NCBI: National Center of Biotechnology
pb: pares de bases

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa
PQQ: pirroloquinolina quinona

SDS: dodecil sulfato de sodio




RESUMEN

La microbiota intestinal humana constituye un ecosistema complejo cuya
diversidad taxondmica y funcional desempefa un papel fundamental en
la fisiologia del hospedero. Dentro de este contexto, la pirroloquinolina
quinona (PQQ) es un cofactor redox producido exclusivamente por
bacterias, involucrado en procesos metabdlicos clave y asociado a efectos
antioxidantes y metabdlicos en organismos eucariotas. No obstante, la
caracterizaciéon del potencial biosintético de PQQ en bacterias
presuntamente asociadas a la microbiota intestinal humana permanece
limitada.

En el presente estudio se explord, mediante un enfoque bioinformatico
complementado con una aproximacion experimental de caracter
exploratorio, la presencia y diversidad de genes implicados en la
biosintesis de PQQ en bacterias presuntamente asociadas a la microbiota
intestinal humana. Para ello, se identificaron organismos con reportes de
genes pgq a partir de bases de datos especializadas, seleccionandose
secuencias correspondientes a los genes pgqC, pgqCD, pgqCDE vy
pqgBCDE. Estas secuencias fueron analizadas filogenéticamente vy
empleadas en el disefio de oligonucledtidos dirigidos a regiones
conservadas, con el objetivo de identificar experimentalmente la
presencia de genes pgg en la microbiota intestinal humana.

Se identificaron 49 géneros bacterianos, presuntamente asociados con la
microbiota intestinal y con genes para la sintesis de PQQ, pertenecientes
a los filos Bacillota, Verrucomicrobiota y Pseudomonadota. El analisis
filogenético de las secuencias mostré una congruencia parcial entre los
arboles basados en regiones conservadas de los genes pgqg y los
construidos a partir del gen ARNr 16S, particularmente en Bacillota y
Verrucomicrobiota, lo que respalda el uso de regiones de estos genes
como marcadores de potencial metabdlico. Asimismo, se disenaron 15
juegos de oligonucledtidos para amplificar las regiones conservadas de los

genes pqgqCy pgqCDE.

De forma preliminar, se implementé y evalué una metodologia original de
extraccion de ADN bacteriano a partir de muestras fecales humanas vy
amplificacion por PCR del gen ARNr 16S y de regiones asociadas a genes
pqq, lo que confirmd la viabilidad experimental de las metodologias
empleadas. En conjunto, los resultados obtenidos respaldan la utilidad de




los genes pgg como marcadores funcionales complementarios a los
marcadores taxondmicos tradicionales y establecen wuna base
metodoldgica para futuros estudios orientados a la caracterizacién
funcional del microbioma intestinal humano.




INTRODUCCION

La microbiota intestinal humana constituye un ecosistema microbiano
complejo que desempefia un papel fundamental en el mantenimiento de
la homeostasis del hospedero. A través de una amplia diversidad de
funciones metabdlicas, los microorganismos intestinales contribuyen a
procesos esenciales como la digestién de compuestos no absorbibles, la
produccién de metabolitos, la modulacién del sistema inmune vy la
regulacién del metabolismo energético.

Este papel crucial ha impulsado el interés por caracterizar metabolitos de
origen microbiano con potencial impacto en la salud del hospedero ha ido
en aumento. Entre estos metabolitos se encuentra la pirroloquinolina
quinona (PQQ), un cofactor redox sintetizado exclusivamente por
bacterias y asociado a diversas enzimas deshidrogenasas. Diversos
estudios han documentado efectos antioxidantes, metabdlicos vy
neuroprotectores de la PQQ en modelos animales y en humanos; sin
embargo, el origen microbiano de la PQQ detectada en organismos
eucariotas, asi como la identidad de las bacterias intestinales
potencialmente productoras de este cofactor, permanecen poco
explorados.

La identificacion de bacterias con capacidad de biosintétizar PQQ
representa un reto metodoldgico. Los enfoques taxondmicos
tradicionales, basados principalmente en marcadores conservados como
el gen del ARNr 16S, permiten describir la composicién microbiana, pero
resultan limitados para inferir funciones metabdlicas especificas. Por ello,
el analisis de genes funcionales asociados a rutas metabdlicas concretas
emerge como una estrategia complementaria para explorar el potencial
metabdlico de la microbiota.

Los genes implicados en la biosintesis de PQQ, particularmente aquellos
gue conforman el cliuster pgq (como pggC, pggD y pggE), representan
candidatos ideales como marcadores de potencial metabdlico. El estudio
comparativo de estos genes permite no solo identificar bacterias con la
maquinaria genética necesaria para la sintesis de PQQ, sino también
analizar su conservacidon evolutiva, diversidad y distribucion entre
distintos grupos taxondmicos.

En este contexto, el uso de herramientas bioinformaticas para la
busqueda de secuencias, el analisis filogenético de genes funcionales y el




disefio de oligonucledtidos constituye un enfoque robusto para la
exploracion del potencial biosintético de la microbiota. Este enfoque
puede complementarse con la validacidon experimental exploratoria,
mediante el desarrollo de protocolos de extraccion de ADN vy la
amplificacion dirigida de genes diana, para evaluar la aplicabilidad
practica de los marcadores propuestos tuvo como objetivo explorar,
mediante un enfoque bioinformatico y experimental exploratorio, la
presencia y diversidad de genes asociados a la biosintesis de PQQ en
bacterias de la microbiota intestinal humana.

El presente trabajo se planteé con el objetivo de explorar, desde un
enfoque bioinformatico y experimental exploratorio, la presencia y
diversidad de genes asociados a la biosintesis de PQQ en bacterias
presuntamente asociadas a la microbiota intestinal humana. Asimismo,
se evalué la viabilidad de utilizar estos genes como marcadores de
potencial metabdlico, con énfasis en su conservacion filogenética y en el
disefio de oligonucleétidos especificos para distintos grupos taxondmicos.
Este trabajo busca sentar las bases para estudios futuros orientados a
comprender el papel de la PQQ en el ecosistema intestinal humano.
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ANTECEDENTES

Microbiota humana

El conjunto de microorganismos que colonizan las superficies y/o
cavidades de un organismo se denomina microbiota. Dicha microbiota
puede estar conformada por una amplia diversidad de bacterias, arqueas,
levaduras y virus, los cuales coexisten en estrecha interaccidén entre si y
con su hospedero (Hou et al., 2022; Ma et al., 2024).

El microbioma humano se define como el conjunto de genes presentes en
los microorganismos simbiontes que colonizan el cuerpo humano
(Turnbaugh et al 2007; Ursell, et al. 2012). La diversidad de
microorganismos presentes en cada persona depende de diversos
factores como la dieta, la actividad fisica, la edad y la genética, por
mencionar algunos. El tracto gastrointestinal bajo, especificamente el
colon, es el sitio anatdmico con mayor presencia de microorganismos
(Sender, 2016).

Las bacterias son los microorganismos celulares mas abundantes en los
seres humanos. Se estima que el cuerpo humano esta colonizado por
aproximadamente 3.9x1013 bacterias, mientras que el ser humano posee
cerca de 3x1013 células eucariotas, una relacion cercana al 1:1 (Sender,
2016). El bacterioma humano se define como el conjunto de genes
presentes en la totalidad de las bacterias que colonizan el cuerpo humano.

El bacterioma intestinal estd conformado predominantemente por
bacterias pertenecientes a los filos Bacteroidota, Bacillota,
Actinomycetota, Pseudomonadota, Fusobacteriota y Verrucomicrobiota
(Moise, 2017; Nguyen et al., 2019; Oren & Garrity, 2021), los cuales se
describen de manera general a continuacion.

Bacillota

Bacillota, anteriormente denominado como Firmicutes, constituye uno de
los filos predominantes de la microbiota intestinal humana. Se caracteriza
por la produccion de acidos grasos de cadena corta (metabolitos clave en
la homeostasis intestinal y metabodlica del hospedero), en particular el
butirato, el cual cumple funciones energéticas para los colonocitos y
presenta capacidades antiinflamatorias (Zhang et al., 2021; Martinez-
Martinez et al., 2024). La disminucion de bacterias productoras de
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butirato se relaciona con enfermedades inflamatorias y alteraciones
metabdlicas (Portune et al., 2021; Oren & Garrity, 2021).

Bacteroidota

Bacteroidota, anteriormente denominado como Bacteroidetes, constituye
otro filo dominante de la microbiota intestinal, caracterizado por su
capacidad de degradar polisacaridos complejos (Oren & Garrity, 2021;
Martinez-Martinez et al., 2024). Su abundancia se asocia con la
estabilidad ecoldgica del microbioma (Portune et al., 2021).

Pseudomonadota

Anteriormente denominado Proteobacteria, es un filo minoritario en
condiciones normales; sin embargo, cuenta con mas de 200 géneros
asociados a la microbiota intestinal, lo que aporta una amplia diversidad
metabdlica. La variacion en este filo es considerada como un marcador de
disbiosis intestinal (Oren & Garrity, 2021; Zhang et al., 2021; Martinez-
Martinez et al., 2024).

Actinomycetota

Anteriormente denominado Actinobacteria, constituye un filo menos
abundante pero que incluye géneros clave como Bifidobacterium,
conocidos por contribuir al metabolismo de carbohidratos, la produccion
de vitaminas y la modulacién del sistema inmunitario. Participan en la
proteccidon contra patdgenos y en la resistencia ecoldgica del ecosistema
intestinal (Oren & Garrity, 2021; Portune et al., 2021; Martinez-Martinez
et al., 2024).

Verrucomicrobiota

Verrucomicrobiota es un filo menos abundante dentro de la microbiota
intestinal, pero con una relevancia funcional considerable. Destaca la
presencia del género Akkermansia, particularmente Akkermansia
muciniphila, conocido por su capacidad de degradar mucinas de la capa
protectora del epitelio intestinal. Esta actividad se ha asociado con el
fortalecimiento de la barrera intestinal, la regulacidn de la respuesta
inmune y efectos positivos sobre el metabolismo del hospedero (Zhang et
al., 2021; Portune et al., 2021; Martinez-Martinez et al., 2024).

12
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Fusobacteriota

Anteriormente denominado Fusobacteria, constituye un filo generalmente
minoritario en individuos sanos, integrado principalmente por bacterias
anaerobias estrictas asociadas a superficies de mucosas. Su incremento
ha sido vinculado con estados de disbiosis y procesos inflamatorios (Zhao
et al., 2020; Zhang et al., 2021; Martinez-Martinez et al., 2024).

Pirroloquinolina quinona (PQQ)

La PQQ es un metabolito secundario sintetizado exclusivamente por
bacterias, principalmente durante la fase estacionaria. PQQ actia como
cofactor redox y pertenece a la familia de los cofactores tipo o-quinona.
Las proteinas sobre las cuales actla como cofactor se denominan
guinoproteinas (Carrefo-Lopez et al. 2019).

PQQ ha sido detectada tanto en organismos procariotas como en
eucariotas; sin embargo, se considera que su presencia en plantas y
animales puede derivar de bacterias asociadas a los alimentos o a la
microbiota intestinal. Se ha identificado PQQ en tejido de ratas y humanos
en concentraciones del orden de ng/mL (Carrefo-Ldépez et al. 2019), lo
gue sugiere una interaccion constante entre este cofactor y organismos
eucariotas.

Se ha demostrado que PQQ ejerce diversos efectos bioldgicos tanto en
modelos animales como en humanos. Entre los efectos reportados se
incluyen su actividad antioxidante, la disminucidn de la proteina C
reactiva, la reduccién de lipoproteinas de baja densidad, la disminucién
del porcentaje de grasa corporal, la estimulacién de la biogénesis
mitocondrial y la mejora de funciones cognitivas (Carrefio-Lopez et al.
2019). La Tabla 1 resume algunos efectos de PQQ descritos en mamiferos.

Tabla 1. Efectos de PQQ en organismos eucariotas.
Organismo Efecto Fuente
Mejora del aprendizaje y memoria en

R N e h
ate condiciones de estrés oxidativo y deficit de Ohwada et
itami al. (2008)
vitamina E.
Disminucién de los niveles de proteina C
Humano | reactiva en plasma y de interleucina 6 en | . ris et al.

orina, ambas asociadas con funciones (2013)
proinflamatorias.
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Disminucion de los niveles séricos de
lipoproteinas

Humano Nakano et al.
de baja densidad (LDL) y el porcentaje de (2015)
grasa corporal.

Ratén Favorece la flexibilidad metabdlica vy Jonscher et

reduce la expresion de genes
proinflamatorios.

Aumento de los niveles de la proteina
Humano ) . Hwang et al.

Coactivador 1 a del Receptor Activado (2020)

Gamma del Proliferador de Peroxisomas
(PGC-1a,) implicada en la biogénesis
mitocondrial.

Atenuacion de la reduccién de las

capacidades auditivas, por accion de Gao et al.

al. (2017)

Raton .
especies reactivas de oxigeno (ROS), en (2022)
tejido coclear.
Mejora de las funciones cognitivas en | Tamakoshi et
Humano

adultos independientemente del sexo de | al. (2023)
los individuos.

Se han descrito diversos genes involucrados en la biosintesis de PQQ, de
los cuales cinco han demostrado ser esenciales en la mayoria de las
bacterias. Adicionalmente, existen genes que codifican proteinas con
funciones accesorias en este proceso. Las caracteristicas generales de los
genes principales implicados en la sintesis de PQQ se presentan en la
Tabla 2.

Tabla 2. Genes principales que intervienen en la sintesis de PQQ
(Carreio-Lopez et al. 2019).

Gen Caracteristicas

PGaA Contiene una region conservada de cinco aminoacidos (Glu-X-
X-X-Tir)

paqB Pertenece a la familia de las métalo-B-lactamasas y consta de
aproximadamente 300 aminoacidos.

pgqC Cataliza el paso terminal de la biosintesis de PQQ mediante la

oxidacién y ciclacion de PQQ.
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Proteina chaperona que consta aproximadamente de 90
pggD | residuos de aminoacidos. Se une al precursor de PQQA vy lo
dirige hacia la enzima PQQE.

Cataliza la formacion de enlaces C-C entre una cadena lateral
de glutamato y una de tirosina del sustrato peptidico de PQQA.

pqqE

Se ha identificado la presencia del operdn pgg en diversas bacterias
asociadas al tracto gastrointestinal, como Allokutzneria albata DSM 44149
y Enterobacter cloacae AR_0065, entre otras (Varghese N., et al. 2016 y
Conlan S., et al. 2017).

Gutiérrez (2019) disefid un marcador molecular dirigido a regiones
conservadas de los genes pggCDE en a-, B-, y- y d-proteobacterias, con
el fin de desarrollar oligonucleétidos para detectar este operdn.

Posteriormente, Macias (2022) evalud un protocolo de extraccién de ADN
bacteriano a partir de heces humanas y validé experimentalmente los
oligonucledtidos disefiados por Gutiérrez (2019), empleando los
oligonucledtidos disefados en dicho estudio. Si bien las concentraciones
de ADN obtenidas fueron menores que con kits comerciales, se lograron
amplificar productos de tamafio esperado. Ademas se observaron bandas
inespecificas, lo que sugiere la posible amplificacién de variantes
gendmicas de pgg no caracterizadas previamente.

15

——
| —



JUSTIFICACION

La pirroloquinolina quinona (PQQ) es un cofactor redox producido
exclusivamente por bacterias, cuya biosintesis depende de un conjunto
especifico de genes distribuidos en diversos grupos bacterianos. Aunque
se ha reportado la presencia de PQQ en organismos eucariotas y se han
descrito multiples efectos bioldgicos asociados a este cofactor, el
conocimiento sobre los microorganismos intestinales potencialmente
productores de PQQ y la distribucidon de los genes involucrados en su
sintesis es aun limitado.

Diversas bacterias han sido descritas como asociadas a la microbiota
intestinal; sin embargo, en muchos casos dicha asociacion se ha
establecido a partir de inferencias taxondmicas o ecoldgicas, sin una
verificacion detallada de la presencia de los genes responsables de la
biosintesis de PQQ. Por lo tanto, la pertenencia de un microorganismo a
un grupo bacteriano vinculado a la microbiota intestinal no garantiza la
presencia de los genes funcionales necesarios para producir este cofactor.
Esta brecha de conocimiento evidencia la necesidad de estudios que
aborden esta relacion desde una perspectiva genética.

En este contexto, el presente trabajo se justifica por la necesidad de
generar herramientas bioinformaticas y moleculares para identificar y
evaluar la presencia de genes asociados a la biosintesis de PQQ en
bacterias intestinales. El enfoque exploratorio combina el analisis de
secuencias y el disefo de marcadores moleculares dirigidos a regiones
conservadas de los clusteres pgg, con su evaluacidon experimental
preliminar. Este trabajo busca sentar las bases metodoldgicas que faciliten
el estudio de la diversidad y distribucidn de microorganismos productores
de PQQ en el ecosistema intestinal humano.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Explorar e identificar la presencia de genes asociados a la biosintesis de
la pirroloquinolina quinona (PQQ) en bacterias de la microbiota intestinal
humana, mediante un estudio bioinformatico y molecular.

Objetivos especificos

1. Identificar bacterias asociadas a la microbiota intestinal humana
gue cuenten con reportes de genes implicados en la biosintesis de
PQQ, a partir de informacion gendmica disponible en bases de datos
publicas.

2. Disefar oligonucledtidos dirigidos a regiones conservadas de los
genes pgq, con base en secuencias génicas de bacterias asociadas
a la microbiota intestinal.

3. Proponer marcadores moleculares de potencial metabdlico
asociados a la biosintesis de PQQ, orientados al estudio exploratorio
de bacterias vinculadas a la microbiota intestinal.

4. Evaluar de manera preliminar la amplificacion de genes pgg a partir
de ADN bacteriano extraido de muestras fecales, como
aproximacion experimental exploratoria.

17

——
| —



METODOLOGIA
Metodologia bioinformatica

Busqueda y seleccion de secuencias con genes pqq

Se emplearon las bases de datos InterPro, MiMeDB y NCBI para la
identificacion de microorganismos con reportes de presencia de genes
asociados a la biosintesis de PQQ en los filos Verrucomicrobiota, Bacillota
y Pseudomonadota. En InterPro se seleccion6 el modelo TIGR02111
debido a que describe especificamente secuencias asociadas con la
biosintesis de PQQ. A partir de este modelo se identificaron organismos
pertenecientes a los principales filos asociados a la microbiota intestinal
humana.

La base de datos MiMeDB se utilizé para corroborar la asociacion de los
organismos identificados con Ila microbiota intestinal humana.
Posteriormente se emple6 NCBI para la obtencién de secuencias
correspondientes a pggC, pgqCDE. Se obtuvieron las secuencias pggBCDE
de Bacillota y Verrucomicrobiota. Para cada especie seleccionada se
descargaron hasta tres secuencias provenientes de cepas distintas.

Disefio de oligonucleétidos

Las secuencias obtenidas se alinearon utilizando el software MUSCLE 5.
El alineamiento multiple se visualizé y editd mediante el software AliView,
a partir del cual se seleccionaron regiones conservadas candidatas para
el disefio de oligonucledtidos. La herramienta de “traduccién de
secuencias de nucledtidos a aminoacidos” se us6 como apoyo para la
identificacion de regiones conservadas a nivel funcional.

El analisis de las regiones seleccionadas se realizd con el software
OligoAnalyzer. El disefio de los oligonucledtidos se llevd a cabo
considerando una longitud de 18 a 27 nucleétidos, un contenido de GC de
40-60%, una diferencia maxima de 3 °C entre las temperaturas de fusion
(Tm) de los oligonucledtidos forward y reverse, y la ausencia de
horquillas, auto-dimeros y heterodimeros con valores de AG menores a -
10.

La especificidad de los oligonucledtidos propuestos se evalud mediante
anadlisis BLAST y PCR in silico empleando las herramientas BLAST vy
Primer-BLAST del NCBI.
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Construccion de arboles filogenéticos

Para la preparacién de las secuencias, estas se recortaron al primer codén
completo posterior a la region de alineamiento definida por el
oligonucleétido forward correspondiente, con el fin de mantener la
coherencia del marco de lectura en los analisis comparativos. A partir de
estas secuencias se llevaron a cabo analisis filogenéticos considerando
dos y tres marcos de lectura.

Los arboles filogenéticos se construyeron usando el software MEGA 12
mediante el método Maximum Likelihood. Como arbol inicial se utilizd el
método Neighbor-Joining y la robustez de las ramas se evalué mediante
analisis bootstrap con 1000 réplicas. Para el enraizamiento se emplearon
secuencias nucleotidicas de los genes ARNr 16S, pgqC y pgqCDE de
Streptomyces rochei 7434AN4; asi como pggBCDE de Streptomyces
rapamycinicus CQUSh011. El arbol consenso obtenido se utilizdé para la
interpretacion filogenética.

Adicionalmente se disefiaron arboles para regiones en comun, delimitadas
por los oligos forward y reverse de Verrucomicrobiota y Bacillota, asi como
para Pseudomonadota.

Metodologia experimental exploratoria

Obtencion de muestras fecales

Reclutamiento de participantes

Se entrevistd a todos los individuos interesados en participar en el
proyecto, para ello se tomaron en cuenta como criterios de inclusion: ser
mayor de 18 anos, haber firmado el consentimiento informado (ver
anexos) y no haber tomado antibidticos por lo menos 3 meses antes de
la donacién de muestra fecal. A cada participante se le explicé el manejo
gue se le daria a su informacién, asi como el procedimiento adecuado
para la donacién de su muestra fecal.

Recoleccion de muestra fecal

A cada participante se le indicd que debia recolectar una muestra, del
tamano de una nuez, de la primera deposicidon del dia, en un frasco de
recoleccion estéril, procurando no contaminar la muestra con agua u
orina. La muestra se entregd en un lapso no mayor a 2 horas desde su
recoleccion, para ser trasladada a las instalaciones del laboratorio de
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genética microbiana para su procesamiento inmediato y/o
almacenamiento a -70 °C.

Purificacion de ADN de muestras fecales

Extraccion de ADN de muestra fecal con Si Wash

En un tubo Falcon de 15 ml se depositaron 500 mg de muestra fecal y se
afiadieron 2.5 ml de PBS 1x; la mezcla se homogenizé mediante agitacion
durante 5 minutos, empleando vortex cuando fue necesario para
garantizar una resuspensién completa. Se centrifugd a 1000 rpm durante
2 minutos y se recuperaron 500 pl del sobrenadante, los cuales se
transfirieron a un microtubo de 1.5 ml. La muestra se centrifugd a
velocidad maxima durante 10 minutos y se decantd el sobrenadante
cuidadosamente. El pellet resultante se resuspendio en 500 pl de Solucion
Salina Tamponada con Fosfato (PBS) y se centrifugd nuevamente a
velocidad maxima durante 10 minutos. Tras descartar el sobrenadante, el
pellet se resuspendido en 1 ml de buffer de lisis con Bromuro de
Cetiltrimetilamonio (CTAB) al 2 %. La mezcla se incubd a 60 °C durante
60 minutos.  Posteriormente se ahadieron 200 1] de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico, se homogeneiz6 la mezcla por
inversion y se centrifugd a velocidad maxima durante 2 minutos; el
sobrenadante se recuperé cuidadosamente evitando perturbar la
interfase. A este sobrenadante se le agregaron 200 pl de alcohol
isoamilico:cloroformo, se mezcld por inversién y se centrifugd por 2
minutos a velocidad maxima. El sobrenadante se transfirié a un microtubo
de 1.5 ml.

Para la purificacion del ADN mediante silica, se afadieron 500 pl de Nal 6
My 20 ul de silica previamente resuspendida; la mezcla se incubd por 5
minutos a temperatura ambiente y posteriormente se centrifugd a
velocidad maxima durante 1 minuto, descartandose el sobrenadante. El
pellet se lavé afiadiendo 500 pl de Si Wash 1x, se resuspendid
completamente y se centrifugd a maxima velocidad durante 1 minuto. Se
elimind el sobrenadante. Se dejé secar el pellet a 37°C hasta lograr la
evaporacion del Si Wash 1x.

Finalmente, se afadieron 50 pl de agua PISA estéril y se incubd la mezcla
a 37°C durante 5 minutos. Se centrifugd durante 2 minutos a velocidad
maxima y el sobrenadante, que contenia el ADN purificado, se recuperd
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cuidadosamente y se transfirié a un microtubo de 1.5 ml para su
almacenamiento.

Extraccion de ADN de muestra fecal con New Wash

En un microtubo de 2 ml se depositaron 100 mg de muestra fecal y se
anadieron 1.5 ml de PBS 1x%, la mezcla se resuspendié completamente
mediante inversion. Se centrifugd a 1000 rpm durante 2 minutos y se
transfirieron 500 ul del sobrenadante a un microtubo de 2 ml nuevo. Se
agregaron 15 pl de proteinasa K (10 mg/ml) y 15 pl de lisozima (10
mg/ml), se homogeneizd por inversién y se incubd en agitacion (450 rpm)
a 37°C durante 1 hora. Posteriormente se afadieron a la mezcla 200 pl
de SDS al 10 %, se mezcld por inversién y se incubd a 37°C por 15
minutos. Se agregaron 100 pl de NaCl 5 M, se homogeneizé por inversidon
y se incubd en bafio maria a 65°C durante 10 minutos. Se afadieron a la
mezcla 100 ul de buffer CTAB al 2% previamente atemperado a 65°C, se
mezcldé por inversidn y se incubd en bafio maria a 65°C durante 1 hora,
mezclando gentilmente por inversion cada 15 minutos.

Se agregaron 400 pl de cloroformo:alcohol isoamilico 24:1, se
homogeneizd por inversion y se centrifugd a velocidad maxima (13300
rpm) durante 5 minutos. Se recuperd el sobrenadante en un microtubo
de 2 ml nuevo evitando alterar la fase intermedia, se repitio el
procedimiento anterior hasta que la fase intermedia desaparecid por
completo. Se agregaron 500 pl de Nal 6 M y se homogeneizd por
inversion; posteriormente se afnadieron 25 pl de silica previamente
resuspendida, se mezcld por inversion y se incubé 5 minutos a
temperatura ambiente. Se centrifugd 1 minuto a velocidad maxima y se
decanté cuidadosamente el sobrenadante.

Se agregaron 500 pl de New Wash 1x, se resuspendid el pellet mediante
inversidn o micropipeta segun fuera necesario y se transfirio a un
microtubo de 1.5 ml nuevo. Se centrifugd a velocidad maxima por 30
segundos y se descartod el sobrenadante. Este proceso se repitié 4 veces.
El pellet se dejoé secar en bafio maria a 45°C hasta lograr la evaporacién
completa; posteriormente se afiadieron 100 upl de TE 10:1 y se
resuspendio el pellet con micropipeta, posteriormente se incubd en bafio
maria a 45°C durante 5 minutos. El sobrenadante, que contenia el ADN
purificado, se recuperd en un microtubo de 1.5 ml nuevo cuidando de no
arrastrar silica y se almacend a -20°C hasta su uso.
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Eliminacion de RNA

A una alicuota de ADN se le afadieron 0.5 pl de RNAsa A (10 mg/ml) y
se homogeneizé gentilmente con micropipeta. La mezcla se incubd a 37°C
durante 1 hora y se almacend a -20°C hasta su uso.

Precipitacion de ADN

A cada muestra de ADN se le agregd una décima parte de su volumen de
acetato de sodio 3 M pH 5.2, se homogeneizd mediante inversién vy
posteriormente se afadid un volumen equivalente de isopropanol a
temperatura ambiente. La mezcla se dejo reposar durante 10 minutos a
temperatura ambiente y se centrifugd a velocidad maxima durante 10
minutos.

El sobrenadante se decanté cuidadosamente y el pellet se lavé con 400 pl
de etanol al 70% frio, se homogeneizd6 suavemente y se centrifugd a
velocidad maxima durante 10 minutos; el sobrenadante se retird con
micropipeta procurando no perturbar el pellet. Este procedimiento de
lavado con etanol al 70% se repitié una vez mas.

El pellet se dejé secar a 37°C hasta evaporar completamente las gotas
residuales de etanol y finalmente se resuspendié en un volumen
correspondiente a la mitad del volumen inicial de la muestra y se
almacend a -20°C hasta su uso.

Concentracion y pureza del ADN

Se analiz6 la concentracidén y pureza de las muestras de ADN utilizando 1
Ml de muestra en “"NanoDrop™ 2000”. Se consideraron las relaciones de
absorbancia 260/280 y 260/230.

Amplificacion por Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

PCR del gen ARNr 16S

A cada muestra de ADN purificado se le realizé una PCR amplificando el
gen ARNr 16S, usando los oligonucledtidos universales UN27F (5’-
TAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") y UN1392R (5'-CAGGGGCGGTGTGTACA-
3’) para comprobar la viabilidad del ADN. Se utilizaron los siguientes
reactivos para cada reaccién de 20 pl de PCR: 13.5 pl de agua PISA, 2 pl
de Buffer DreamTaq Polimerasa 10x, 1 pl de dNTP's 2 mM, 1 pl de
oligonucledtido UN27F, 1 pl de oligonucledtido UN1392R, 1 ul de muestra
de ADN purificado y 0.5 pl de DreamTaq Polimerasa. Se emplearon 57°C
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como temperatura de alineamiento. Las condiciones de ciclado se
ajustaron de acuerdo con el juego de oligos utilizado siguiendo la
condiciones generales descritas en la Tabla 3.

Polimerasa.

Tabla 3. Condiciones generales de ciclado con DreamTaq

Paso Tiempo Temperatura Ciclos
Desna.tu.re.lllzaaon 3 minutos 95°C 1X
inicial
Desnaturalizacion 45 segundos 95°C
Alineamiento 45 segundos Tm - 5°C 30X
Elongacion 1 minuto/kb 72°C
Extensién final 10 minutos 72°C 1x
Mantenimiento el 4°C 1X

PCR de los genes pqqC y pqqCDE

Se emplearon las cantidades de reactivo descritas para la realizacidon de
la PCR para amplificar el gen ARNr 16S, sustituyendo el juego de
oligonucleétidos segln corresponda.

Las condiciones de alineamiento se ajustaron de acuerdo con el promedio
del juego de oligonucleétidos empleado siguiendo las condiciones de
ciclado descritas en la Tabla 3. Adicional a lo anterior, para el juego de
oligonucledtidos PQQ_BAC se manejo un gradiente de temperatura de
alineamiento de + 10°C.

Electroforesis

Las muestras de ADN y los productos de PCR se revelaron mediante
electroforesis en gel de agarosa (0.7%) con buffer Tris-Borato-EDTA (TBE)
(0.5X), empleando 70V durante 35 minutos. Se utilizé “GeneRuler™ 1 kb
DNA Ladder” como marcador de peso molecular.
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RESULTADOS

Bacterias presuntamente asociadas a la microbiota intestinal con
genes para la sintesis de PQQ

Se incluyeron en el estudio un total de 110 especies repartidas en 49
géneros bacterianos presuntamente asociados con la microbiota intestinal
humana y con reportes de genes implicados en la sintesis de PQQ (Tabla
4 y anexos).

Tabla 4. Cantidad de microorganismos clasificados por grupo
taxonomico incluidos en el estudio.
Grupo taxondmico | Cantidad de géneros Cantidad de especies
(filo o clase)
Bacillota 6 20
Verrucomicrobiota 2 5
a-proteobacteria 9 13
B-proteobacteria 27 61
O0-proteobacteria 1 1
e-proteobacteria 4 10

TOTAL 49 110

Entre los microorganismos identificados se aprecia una notable
predominancia de las Proteobacterias, con mas del 80% de los géneros
identificados. Particularmente la clase B-proteobacteria sobresale con
aproximadamente el 55% de los géneros identificados, entre los que se
destacan los géneros Burkholderia e Hydrogenophaga representando
entorno al 25% de las especies en dicha clase (Tabla 5). No obstante,
Bacillota con 20 especies con genes pqgqg (Tabla 6) representa casi el 20%
del total de especies incluidas en el estudio.
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Tabla 5. B-proteobacterias presuntamente asociadas a la microbiota intestinal y con

presencia de genes pqgq.
Orden Familia Género Especie
Alcaligenaceae Advenc_e/la kashmirensis
Derxia gummosa
ambifaria
arboris
cepacia
gladioli
aglumae
Burkholderia plantarii
pvrrocinia
reimsis
stabilis
territorii
Burkholderiaceae ubonensis
Cupriavidus necator
Limnobacter thiooxidans
Pandoraea terrae
thiooxvdans
Pelomonas aqguatica
chuxiongensis
insidiosa
Ralstonia mannitolilvtica
pickettii
wenshanensis
Burkholderiales aromaticivorans
crassostreae
Hydrogenophaga crocea
pseudoflava
taeniospiralis
Lampropedia cohaerens
Melaminivora lejuensis
Comamonadaceae suipulveris
cellulosilyticus
Ramlibacter henchirensis
monticola
beijingensis
boronicumulans
Variovorax qgossyDpii
qguangxiensis
paradoxus
Glaciimonas immobilis
Oxalobacteraceae Massilia aurea
psychrophila
Azohyvdromonas caseinilytica
Ideonella dechloratans
Sphaerotilaceae Rubrivivax aela;inos_us
hippei
Sphaerotilus montanus
natans
Neisseriales Neisseriaceae Vitreoscilla filiformis
Methylobacillus fl agellatus
Methylophilaceae rhizosphaerae
Nitrosomonadales Methylotenera mobilis
versatilis
Sterolibacteriaceae Methyloversatilis universalis
Thiobacillaceae Thiobacillus denitrificans
Rhodocyclaceae Aromatoleum tolulyticum
- humireducens
auera linaloolentis
Rhodocyclales Zoogloeaceae brobionica
Zoogloea o/eivgrans
ramigera

——
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Tabla 6. Bacterias del filo Bacillota presuntamente asociadas a la microbiota intestinal
y con presencia de genes pqq.

Clase

Orden

Familia

Género

Especie

Bacilli

Bacillales

Bacillaceae

Bacillus

salipaludis

timonensis

Heyndrickxia

camelliae

sporothermodurans

vini

Neobacillus

bataviensis

drentensis

Priestia

megaterium

Paenibacillaceae

Cohnella

colombiensis

endophytica

herbarum

lubricantis

phaseoli

pontilimi

xvlanilvtica

Paenibacillus

albilobatus

elgii

Diri

rhizovicinus

thalictri

——
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Disefo de oligonucleétidos

Se realizaron alineamientos multiples de secuencias (MUSCLE) utilizando
las secuencias identificadas y clasificadas por grupo taxondmico,
considerando filos y, en el caso de las Proteobacterias, subdivisiones a
nivel de clase. Se utilizd AliView para identificar regiones conservadas en
las secuencias nucleotidicas seleccionadas (Figura 1); ademas, se empled
la herramienta de “traduccién de secuencias nucleotidicas a aminoacidos”
como apoyo para la identificacion de sitios funcionales (Figuras 2 y 3).

Figura 1. Alineamiento MUSCLE de B-proteobacterias visualizado en
AliView.
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Figura 2. Alineamiento MUSCLE de B-proteobacterias visualizado en
AliView utilizando la herramienta de “traduccién de secuencias
nucleotidicas a aminoacidos”.
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Se disefid un total de 15 juegos de oligonucledtidos dirigidos a regiones
de los genes pgqC y pgqCDE en los filos de interés. Para facilitar su
identificacion, se adoptd un sistema de nomenclatura basado en el gen
diana y el grupo taxondmico: las primeras letras antes del *_" indican que
amplifican regiones de los genes pqq, si solo estan las letras “PQQ" se
refiere a regiones de los genes pggCDE, en caso de tener otra letra
después de PQQ se hace referencia explicita a los genes de cuyas regiones
se amplifica; la segunda parte del nombre refiere al grupo taxondmico,
siendo que para Proteobacterias la primera letra indica la clase a la que
se hace referencia empleando letras equivalentes del alfabeto latino,
seguido de las letras PB; para el filo Verrucomicrobiota se agrega la letra
V y para Bacillota se emplean las letras FB o BAC, siendo disefiados los
oligos BAC tomando como molde principal la cepa Bacillus timonensis
MM10403188, una cepa aislada de la microbiota intestinal humana. Por
ejemplo, PQQC_BPB designa cebadores para el gen pggC en Beta-
Proteobacterias, mientras que PQQ_V se refiere al
gen pgqgCDE en Verrucomicrobiota.
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Tabla 6. Oligonucleétidos disefiados para la amplificacion de regiones de los genes
pqqCDE.

Nombre Genes Oligo Secuencias (5" a3") Tm (°C) | Amplicon
Forward GCTSAACCGCTACTACTAYCAG 64.0
PQQ_APB pgqgCDE 1500 pb
Reverse GCCCAGCCGTAATACTGC 64.1
Forward GCTSAACCGCTACTACTAYCAG 64.0
PQQC_APB pgqgC 510 pb
Reverse ACGTTGSWCTTGAAGRTCAGC 65.2
Forward GCTACCACATCCACCATCCGTTCAAC 69.0
PQQ_BPB pgqgCDE 1650 pb
Reverse AGTAGTCGGGCACGACGAAGAG 67.8
Forward TACCACATCCACCATCCGTTCAAC 66.9
PQQC_BPB pqqC 580 pb
Reverse CTTGAACTGCAGGATGTCCAGCG 66.7
Forward TCGCCTCGTCACTGACCGAGTTGTTC 72.2
PQQ_DPB pqgqCDE 920 pb
Reverse CGCCAGAGGTGATCAGGTTCGTGTAG 70.6
Forward TCGCCTCGTCACTGACCGAGTTGTTC 72.2
PQQC_DPB pqqC 239 pb
Reverse GGCCCACAGCACGTCACACTTGAAG 72.2
Forward CCATGATAGTGTTGGTGGTGGAATTG 67.1
PQQ_EPB pgqgCDE 1520 pb
Reverse GCTGTATTACATGGAAGTGCAACACC 67.3
Forward CCATGATAGTGTTGGTGGTGGAATTG 67.1
PQQC_EPB pgqgC 312 pb
Reverse CCATGTTGAACATCTCGTCTTGCTTC 67.2
Forward CTATCACGACAAGCATCCCTTTCAC 66.6
PQQ_Vc pqqCDE 973 pb
Reverse CAATGCAGCGGACAACGATAC 65.5
Forward CTTTGGTCGATGCTCGATGC 65.5
PQQ_Vm pqqCDE 1211 pb
Reverse CTTCAGAATTCCACCAGATATTCTC 65.2
Forward CTATCACGACAAGCATCC 59.2
PQQC_V pqqC 605 pb
Reverse CATCGAGCATCGACCAAAG 65.2
Forward CGCTATCACGACAAGCATCCTTATC 65.4
PQQ_FB pgqCDE 994 pb
Reverse CGGATTKGAGCAGTAMGGACAATG 65.1
Forward CGCTATCACGACAAGCATCCTTATC 65.4
PQQC_FB pgqC 444 pb
Reverse GCGAATCCAMGGATACAGCTGCTC 68.2
Forward TCTTCTTATCATGACAAACATCC 59.8
PQQ_BAC pggCDE 1694 pb
Reverse GATTCATAATAATCAGGAATAACCC 58.9
Forward TCTTCTTATCATGACAAACATCCC 61.8
PQQCD_BAC | pggCD 979 pb
Reverse ATCACCACCCATCCCTGATC 64.4
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Analisis filogenético de genes pqq

Con el fin de evaluar la relacion filogenética de las secuencias
seleccionadas y contextualizar el disefio de los oligonucledtidos
propuestos, se construyeron arboles filogenéticos a partir de regiones de
los genes pggC, pgqCD y pgqCDE, segun el grupo taxondmico analizado.
Los analisis se realizaron considerando dos y tres marcos de lectura,
obteniendo arboles independientes para cada condicién. Para futuras
menciones, se asumira que los arboles presentados se construyeron con
tres marcos de lectura, a menos que se especifique lo contrario.

Analisis filogenético en Bacillota y Verrucomicrobiota

Para el filo Bacillota se construyeron arboles filogenéticos empleando
regiones de los genes pgqC, pgqgCD y pgqgCDE. Por su parte en
Verrucomicrobiota se construyeron arboles filogenéticos utilizando
regiones de los genes pgqgC, pgqgCDE. Adicionalmente se construyeron
arboles para cada filo, utilizando la totalidad de la regidn comprendida por
los genes pggBCDE.

En la Figura 3 se muestra un arbol filogenético construido con regiones
en comun del gen pggCDE, en especies de ambos filos. Como se puede
apreciar, las especies se agrupan de acuerdo con su filo correspondiente,
lo que sugiere el potencial de cribado de la regidn comun empleada.
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Figura 3. Arbol filogenético disefiado con regiones en comun del pggCDE,
de Bacillota y Verrucomicrobiota. En verde, filo Verrucomicrobiota; en rojo
especies filo Bacillota; en negro, enraizamiento del filo Actinomycetota.
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Analisis filogenético en Pseudomonadota
Para las Proteobacterias se construyeron arboles filogenéticos empleando
i como arboles

regiones de pggC y pgqgqCDE para cada clase; asi
considerando regiones en comun, delimitadas por los oligos disefiados,

para el conjunto de las clases. En la Figura 4 se muestra un arbol disefiado
con regiones del gen pggCDE de Proteobacterias, en el cual se destacan
los valores de soporte bootstrap, la mayoria de ellos con valores por
encima de 80, lo que representa un buen soporte en el contexto de genes

metabdlicos como lo es el caso de los genes pqgq.
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Figura 4. Arbol filogenético disefiado con regiones en comun del gen
pgqCDE de Proteobacterias. En rojo, clase a-proteobacteria; en morado,
clase B-proteobacteria; en verde, clase &-proteobacteria; en amarillo,
clase e-proteobacteria; en negro enraizamiento del filo Actinomycetota.
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Arboles filogenéticos de referencia basados en ARNr 16

Como referencia taxondmica, se construyeron arboles filogenéticos
basados en secuencias del gen ARNr 16S para Bacillota,
Verrucomicrobiota, el conjunto Bacillota-Verrucomicrobiota y
Pseudomonadota. Los arboles obtenidos se presentan en las Figuras 5-6,
entre los cuales resalta el agrupamiento de las Proteobacterias por clase
con respecto a la Figura 4, congruente con la construccién de un arbol
filogenético empleando genes de mantenimiento.

De manera similar los arboles filogenéticos construidos, para genes pqq,
por filo, tienden a resolverse de manera similar a su equivalente
construido con genes ARNr 16S cuando se analiza a nivel de Orden (ver
anexos).

Figura 5. Arbol filogenético del gen ARNr 16S de especies de los filos
Bacillota y Verrucomicrobiota, incluidos en el estudio. En verde, filo
Verrucomicrobiota; en rojo, filo Bacillota; en negro, enraizamiento del filo
Actinomycetota.
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Figura 6. Arbol filogenético del gen ARNr 16S de especies de

Proteobacterias, incluidas en el estudio. En rojo, clase a-
proteobacteria; en morado, clase B-proteobacteria; en verde, clase d-
proteobacteria; en amarillo, clase ¢-proteobacteria; en negro

enraizamiento del filo Actinomycetota.
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Evaluacion experimental exploratoria

Se propuso un protocolo original de extraccion de ADN bacteriano a partir
de muestras fecales humanas. Se realizaron ensayos de precipitacién de
ADN con uno y dos lavados de etanol al 70%, obteniendo mejores
resultados tanto en pureza como en concentracién bajo esta ultima
condicién (Tabla 7).

Tabla 7. Andlisis de pureza y concentracién de muestras de ADN
extraidas con la metodologia propuesta
Muestra 260/280 260/230 Concentracion
Px4 1.81 0.53 79.1
Px101 1.77 1.05 87.6
Px107 1.77 1.05 87.6
Px109 1.78 0.94 103.7
Px116 1.86 0.91 29.4
Px125 1.27 0.71 230.9
Px130 1.75 0.71 35.9
Promedio 1.72 0.84 93.5

Con el fin de evaluar de manera exploratoria la aplicabilidad experimental
de los oligonucledtidos disefados, se realizaron ensayos de extraccién de
ADN bacteriano a partir de muestras fecales humanas, seguidos de
reacciones de amplificacion por PCR dirigidas al gen ARNr 16S y a genes
asociados a la biosintesis de PQQ. Como control del proceso de extraccion
y amplificacién del gen ARNr 16S, se emplearon cultivos de Stutzerimonas
stutzeri y Klebsiella pneumoniae.

En la Figura 7 se muestra un gel de electroforesis en agarosa
correspondiente a la amplificacion del gen ARNr 16S a partir de ADN
recuperado mediante la metodologia de extraccién de ADN de muestras
fecales con New Wash. En los carriles correspondientes a las muestras
fecales se observa la presencia de productos de amplificacién, asi como
bandas amplificadas en los controles bacterianos empleados.
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Figura 7. Electroforesis en
gel de agarosa de PCR del
gen ARNr 16S. Carril 1,
marcador de peso
molecular; carriles 2-3,
ADN de muestra fecal;
carril 4, Stutzerimonas
stutzeri; carril 5, Klebsiella
pneumoniae.

Posteriormente, se realizaron reacciones de PCR utilizando algunos de los
oligonucledtidos disenados. En la Figura 8 se presenta un gel de
electroforesis correspondiente a una PCR en gradiente empleando el juego
de oligonucledtidos PQQBAC, utilizando ADN recuperado de muestras
fecales como molde. Se observd una banda de amplificacion tenue en los
carriles 6 y 7, cuya movilidad electroforética coincide con el tamafo
esperado de ~1700 pb. La baja intensidad de la banda podria atribuirse a
una baja abundancia del ADN diana en la muestra compleja o a
condiciones de amplificacion subdptimas.
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Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa

de PCR de regiones del gen pgqCDE

empleando oligonucledtidos PQQBAC vy

ADN de muestra fecal. Carriles 1 y 8,

marcador de peso molecular; carriles 2-3,

Tm 43.0 °C con 3 % y 4 % de DMSO;
carriles 4-5, Tm 44.1 °Ccon 3 % y 4 %
de DMSQO; carriles 6-7, Tm 45.0 °C con
3% vy 4 % de DMSO.
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DISCUSION

Este estudio explor6, mediante un enfoque bioinformatico
complementado con una validacion experimental exploratoria, la
presencia y diversidad de genes implicados en la biosintesis de la PQQ en
bacterias de la microbiota intestinal humana, asi como su potencial
utilidad como marcadores de capacidad metabdlica.

A partir del analisis de bases de datos especializadas se identificaron 49
géneros bacterianos pertenecientes principalmente a los filos Bacillota,
Verrucomicrobiota y Pseudomonadota, destacando la alta representacion
de las clases B-proteobacterias. Diversos estudios de metagendmica vy
microbiota comparativa han demostrado que estos grupos bacterianos
concentran una proporcidn relevante de las funciones metabdlicas
asociadas al hospedero, incluyendo la sintesis de metabolitos bioactivos
con potencial impacto fisiolégico (Turnbaugh et al., 2007; Ursell et al.,
2012; Hou et al., 2022; Martinez-Martinez et al., 2024; Ma et al., 2024).

Cabe resaltar que pese a que en el filo Bacillota sélo se identificaron 6
géneros presuntamente asociados a la microbiota intestinal humana con
presencia de genes pgg, a nivel de especie cuenta con casi 20% del total
de especies incluidas en el estudio, entre las que se encuentra Bacillus
timonensis MM10403188, una cepa aislada de la microbiota intestinal de
una persona en Senegal (Million et al., 2013). En el contexto del filo
Bacillota, el cual es uno de los mas abundantes en la microbiota intestinal
humana, esto puede sugerir la presencia de multiples cepas con genes
para la sintesis de pgg en la microbiota intestinal de individuos.

No obstante, la deteccion de genes pgg en organismos presuntamente
asociados a la microbiota intestinal no implica necesariamente la
presencia homogénea de dichos genes en todos los miembros de una
especie, ni su expresion activa o la produccién efectiva de PQQ in vivo.
Sin embargo, si establece una base genética que respalda un potencial
biosintético. Esta distincidn entre presencia génica y funcion metabdlica
efectiva ha sido ampliamente discutida en estudios de microbioma, donde
la inferencia funcional a partir de genomas de referencia o secuencias
aisladas debe interpretarse con cautela (Ursell et al.,, 2012; Hou et al,,
2022).
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El andlisis filogenético reveld, en general, una congruencia entre la
clasificacion basada en los genes pgqg y la obtenida con el gen del ARNr
16S, especialmente en Bacillota y Verrucomicrobiota (Figuras 3 y 5). Esto
sugiere que los genes pgqg conservan sefales evolutivas relevantes dentro
de estos linajes, respaldando su uso como marcadores funcionales
complementarios. No obstante, se observaron variaciones topoldgicas,
particularmente en Pseudomonadota (Figuras 4 y 6), lo cual refleja la
presidon selectiva diferencial que actlia sobre los genes metabdlicos en
comparacion con los genes constitutivos como el ARNr 16S (Joshi et al.,
2022).

En el caso de los filos Bacillota y Verrucomicrobiota, los resultados
obtenidos permiten discutir de manera especifica la viabilidad de proponer
genes asociados a la biosintesis de PQQ como marcadores de potencial
metabdlico. En ambos grupos se identificaron regiones conservadas de los
genes pgqC y pggCDE que mostraron patrones filogenéticos consistentes
dentro de cada filo, lo que facilitd el disefio de oligonucledtidos dirigidos
a regiones compartidas. Este enfoque resulta particularmente relevante
para la exploracion de funciones metabdlicas especificas en filos con
representacién limitada, pero con relevancia funcional dentro del
ecosistema intestinal.

De manera complementaria, en el filo Pseudomonadota, la necesidad de
subdividir el andlisis a nivel de clase respondié a la alta diversidad
genética observada y a la dificultad de disefar oligonucledtidos
universales funcionales para todo el filo. La estrategia de disefo de
oligonucleédtidos por clase permitid delimitar regiones conservadas con
mayor precision, reduciendo el riesgo de amplificacién inespecifica y
reforzando la pertinencia de un enfoque taxondmicamente estratificado
especialmente cuando estos se utilizan como base para el disefio de
oligonucledtidos o la propuesta de marcadores funcionales. Este resultado
es consistente con estudios previos que describen a Pseudomonadota
como uno de los grupos bacterianos mas diversos y metabdlicamente
versatiles del microbioma humano (Nguyen et al., 2019; Hou et al., 2022).

La ubicacién de genes pgg en plasmidos naturales, como el plasmido
pSLA2-L de Streptomyces rochei 7434AN4 utilizado como grupo externo
en nuestros analisis, sugiere la ocurrencia de transferencia horizontal de
genes (THG) entre filos. Este fendmeno adquiere especial relevancia en
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el ecosistema intestinal, donde la THG puede ser un mecanismo clave en
la diseminacién de capacidades metabdlicas entre miembros de la
comunidad microbiana.

Desde una perspectiva funcional, la relevancia de la PQQ como cofactor
redox ha sido ampliamente documentada en bacterias, particularmente
en el contexto del metabolismo energético y la actividad de enzimas
deshidrogenasas. En organismos eucariotas, diversos estudios han
reportado efectos antioxidantes, neuro-protectores y metabdlicos
asociados a la suplementacién con PQQ, tanto en modelos animales como
en humanos (Ohwada et al.,, 2008; Gao et al., 2022; Tamakoshi et al.,
2023). Sin embargo, el origen microbiano de la PQQ detectada en el
hospedero humano continla siendo un aspecto poco explorado, lo que
resalta la pertinencia de estudios centrados en la caracterizacion del
potencial biosintético del microbioma intestinal.

Los ensayos experimentales exploratorios realizados en este estudio
permitieron comprobar la viabilidad de una propuesta original de
extraccion de ADN bacteriano a partir de muestras fecales humanas vy la
amplificacion exitosa del gen ARNr 16S, lo que confirma la calidad del
ADN obtenido. La eleccion del método de extraccién de muestras fecales
ha demostrado tener efectos en la diversidad microbiana identificada al
momento de realizar secuenciaciones metagendmicas (Fernandez et al.,
2024), lo que pone de relieve la necesidad de realizar mas ensayos con
la metodologia propuesta con el objetivo de evaluar su potencial
aplicacion en estudios de metagendmica de la microbiota intestinal
humana.

Por otra parte, la amplificacidn de regiones asociadas a genes pqq
mediante algunos de los oligonucledtidos disefiados sugiere que las
regiones objetivo son accesibles experimentalmente. La baja nitidez de
las bandas en la figura 8 puede deberse a la baja cantidad del ADN diana
en la muestra; ademas de interferencias debidas a contaminacién por
sales, evidenciada por la relacién 260/230 de las muestras analizadas
(Tabla 7). No obstante, la ausencia de secuenciacion de los amplicones
limita la confirmacién definitiva de su identidad, por lo que estos
resultados deben interpretarse como evidencia preliminar.

El uso de genes asociados a rutas metabdlicas especificas, como los
implicados en la biosintesis de la pirroloquinolina quinona, presenta
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ventajas y limitaciones desde una perspectiva filogenética. A diferencia
de los marcadores taxondmicos clasicos, los genes metabdlicos estan
sujetos a presiones selectivas relacionadas con la funcién, el nicho
ecoldgico y la historia evolutiva particular de cada linaje, lo que puede
generar patrones filogenéticos parcialmente congruentes, pero no
idénticos, a los observados con genes constitutivos (Abascal et al., 2014).

Finalmente, la comparacion entre &arboles filogenéticos construidos
considerando dos y tres marcos de lectura (ver anexos) evidencié que, si
bien el recorte de las secuencias al primer codén completo posterior a la
region de alineamiento contribuyd a mantener la coherencia del marco de
lectura, la inclusién de distintos marcos puede influir en la resolucion
filogenética obtenida. Este resultado subraya la importancia de una
preparacion cuidadosa de las secuencias y de criterios explicitos de
traduccion al interpretar analisis filogenéticos basados en genes
codificantes,

En conjunto, nuestros resultados respaldan la utilidad de los genes pqq,
particularmente pggC y pggCDE, como marcadores de capacidad
metabdlica en bacterias intestinales. Este enfoque no sustituye, sino que
complementa los andlisis taxondmicos tradicionales, integrando
informacion funcional, para una comprension mas profunda del
microbioma en salud y enfermedad, en linea con las propuestas recientes
(Keswani et al., 2019; Martinez-Martinez et al., 2024; Ma et al., 2024).
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CONCLUSIONES

Se logré identificar un conjunto diverso de 110 especies (49 géneros)
bacterianas con genes pgg, principalmente de los filos Bacillota,
Verrucomicrobiota y Pseudomonadota. Esto demuestra que la capacidad
biosintética de PQQ esta ampliamente distribuida en linajes bacterianos
relevantes del ecosistema intestinal.

Resalta el filo Bacillota debido a la proporcién de especies identificadas
con genes pgg (~20% del total), lo que sugiere que esta capacidad
metabdlica podria estar presente en cepas de bacterias dominantes de la
microbiota. La presencia de genes pqq en plasmidos naturales, como el
plasmido pSLA2-L empleado como referencia de enraizamiento, sugiere
que la transferencia horizontal de estos genes entre distintos filos
bacterianos es un fendmeno plausible. Estos hallazgos resultan
particularmente relevantes considerando la alta abundancia relativa del
filo Bacillota, asi como la gran diversidad de Proteobacterias con genes
pgq en la microbiota intestinal humana, lo que adquiere especial
relevancia en el contexto de la microbiota intestinal, donde la dindmica
genética y funcional puede influir en la distribucién del potencial
metabdlico entre distintos miembros de la comunidad.

Por parte del enfoque experimental, el desarrollo y evaluacién de una
metodologia original de extraccion de ADN bacteriano a partir de muestras
fecales humanas permitié obtener ADN de calidad suficiente para la
amplificacion del gen ARNr 16S, confirmando su viabilidad para estudios
exploratorios de microbiota intestinal. Asimismo, la amplificacidon
preliminar de regiones asociadas a genes pqq mediante algunos de los
oligonucleédtidos diseflados sugiere que las regiones objetivo son
accesibles experimentalmente; sin embargo, la ausencia de secuenciacién
de los amplicones limita la confirmacidn definitiva de su identidad.

En conjunto, los resultados de este trabajo respaldan la utilidad de los
genes pqgq, particularmente pggC y pgqCDE, como marcadores de
potencial metabdlico en bacterias presuntamente asociadas a la
microbiota intestinal humana.
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ANEXOS

Consentimiento informado
Fecha:a  de 20

Estimado(a) Senor/Sefora:

Se le invita a participar en el protocolo de investigacion titulado ““ Evaluacion de la relacion
entre el bacterioma productor de PQQ, con el estado de salud y nutriciéon en poblacion
mexicana”; Si usted acepta participar en el estudio, se llevara el llenado correspondiente a su
historia clinica, se pediran sus datos personales, antecedentes heredofamiliares, antecedentes
personales patologicos. Posteriormente se le aplicara una evaluacion dietética que consistira
en obtener datos prevenientes de frecuencia de consumo de alimentos, asi como del
recordatorio de 24 horas.

Toda la informacion que usted nos proporcione para este estudio sera de caracter
estrictamente confidencial; serd utilizada inicamente por el equipo de investigacion con fines
de investigacion de los proyectos mencionados u otros que deriven de los resultados en la
misma linea de investigacién y no estardn disponibles para ningin otro propoésito. Usted
quedara identificado(a) con una clave y no con su nombre. Los resultados de este estudio
seran publicados con fines cientificos, pero se presentaran de tal manera que no podra ser
identificado(a).

Los riesgos potenciales que implica su participacion en este estudio son minimos de acuerdo
con la categoria II del articulo 17 en el reglamento de la Ley General de Salud en materia de
investigacion para la salud. Si alguna de las preguntas le hicieran sentir un poco incomodo(a),
tiene el derecho de no responderla; la participacion en el estudio es absolutamente voluntaria.
Usted esta en plena libertad de negarse a participar o de retirar su participacion de este en
cualquier momento. Su decision de participar o no participar no afectara de ninguna marea
la forma en como le son otorgados los servicios por la Benemérita Universidad Autonoma de
Puebla. Si usted tiene preguntar generales relacionadas con sus derechos como participante
de un estudio de investigacion, puede comunicarse con la presidente del Comité de Etica de
la Benemérita Universidad Autobnoma de Puebla a la siguiente direccion de correo electronico
comite.etica@correo.buap.mx Acepto participar en el presente estudio:

Nombre completo y firma
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a-proteobacteria

Tabla suplementaria 1. Clasificacion taxondmica de las especies pertenecientes a la
clase a-proteobacteria, incluidas en el estudio. En rojo, Acetobacterales; en azul,
Hyphomicrobiales; en verde, Rhodobacterales.

Orden Familia Género Especie
Acetobacter tropicalis
Acetobacteraceae - -
Acetobacterales Granulibacter bethesdensis
Roseomonadaceae Roseomonas genomospecies
mesophilicum
Methylobacterium populi
Methylobacteriaceae radiotolerans
Methylorubrum opuli
Hyphomicrobiales .y - 2 p ;
Microvirga massiliensis
Afipia clevelandensis
Nitrobacteraceae L elkanii
Bradyrhizobium ; -
japonicum
sanguinis
Rhodobacterales Paracoccaceae Paracoccus yeel
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Figura suplementaria 1. Arbol filogenético del gen pgqC, elaborado con 3 marcos de
lectura, en especies pertenecientes a la clase a-proteobacteria, incluidas en el estudio.
En rojo, Acetobacterales; en azul, Hyphomicrobiales; en verde, Rhodobacterales; en

negro, enraizamiento proveniente del filo Actinomycetota.
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Figura suplementaria 2. Arbol filogenético del gen pgqC, elaborado con 2 marcos de
lectura, en especies pertenecientes a la clase a-proteobacteria, incluidas en el estudio.
En rojo, Acetobacterales; en azul, Hyphomicrobiales; en verde, Rhodobacterales; en
negro, enraizamiento proveniente del filo Actinomycetota.
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Figura suplementaria 3. Arbol filogenético del gen pggCDE, elaborado con 3 marcos
de lectura, en especies pertenecientes a la clase a-proteobacteria, incluidas en el
estudio. En rojo, Acetobacterales; en azul, Hyphomicrobiales; en verde,
Rhodobacterales; en negro, enraizamiento proveniente del filo Actinomycetota.
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Figura suplementaria 4. Arbol filogenético del gen pggCDE, elaborado con 2 marcos
de lectura, en especies pertenecientes a la clase a-proteobacteria, incluidas en el
estudio. En rojo, Acetobacterales; en azul, Hyphomicrobiales; en verde,
Rhodobacterales; en negro, enraizamiento proveniente del filo Actinomycetota.
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Figura suplementaria 5. Arbol filogenético del gen ARNr 16S, en especies
pertenecientes a la clase a-proteobacteria, incluidas en el estudio. En rojo,
Acetobacterales; en azul, Hyphomicrobiales; en verde, Rhodobacterales; en negro,
enraizamiento proveniente del filo Actinomycetota.
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B-proteobacteria

Tabla suplementaria 2. Clasificacion taxondmica de las especies pertenecientes a la
clase B-proteobacteria, incluidas en el estudio. En morado, Burkholderiales; en verde,

Neisseriales; en rojo, Nitrosomonadales; en azul, Rhodocyclales.

Orden

Familia

Género

Especie

Burkholderiales

Alcaligenaceae

Advenella

kashmirensis

Derxia

gummosa

Burkholderiaceae

Burkholderia

ambifaria

arboris

cepacia

gladioli

glumae

plantarii

pyrrocinia

reimsis

stabilis

territorii

ubonensis

Cupriavidus

necator

Limnobacter

thiooxidans

Pandoraea

terrae

thiooxydans

Pelomonas

aquatica

Ralstonia

chuxiongensis

insidiosa

mannitolilytica

pickettii

wenshanensis

Comamonadaceae

Hydrogenophaga

aromaticivorans

crassostreae

crocea

pseudoflava

taeniospiralis

Lampropedia

cohaerens

Melaminivora

jejuensis

suipulveris

Ramlibacter

cellulosilyticus

henchirensis

monticola

Variovorax

beijingensis

boronicumulans

gossypii

guangxiensis

paradoxus

Oxalobacteraceae

Glaciimonas

immobilis

Massilia

aurea

psychrophila

Sphaerotilaceae

Azohydromonas

caseinilytica

Ideonella

dechloratans

Rubrivivax

gelatinosus

51

——

'




hippei

Sphaerotilus montanus
natans
Neisseriales Neisseriaceae Vitreoscilla filiformis
Methylobacillus ﬂag ellatus
) rhizosphaerae
Methylophilaceae e
_ mobilis
Nitrosomonadales Methylotenera —
versatilis
Sterolibacteriaceae Methyloversatilis universalis
Thiobacillaceae Thiobacillus denitrificans
Rhodocyclaceae Aromatoleum tolulyticum
humireducens
Thauera linaloolentis
Rhodocyclales —
Zoogloeaceae propionica
oleivorans
Zoogloea -
ramigera
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Figura suplementaria 6. Arbol filogenético del gen pgqC, elaborado con 3 marcos de
lectura, en especies pertenecientes a la clase B-proteobacteria, incluidas en el estudio.
En morado, Burkholderiales; en verde, Neisseriales; en rojo, Nitrosomonadales; en azul,
Rhodocyclales; en negro, enraizamiento proveniente del filo Actinomycetota.
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Figura suplementaria 7. Arbol filogenético del gen pgqC, elaborado con 2 marcos de
lectura, en especies pertenecientes a la clase B-proteobacteria, incluidas en el estudio.
En morado, Burkholderiales; en verde, Neisseriales; en rojo, Nitrosomonadales; en azul,
Rhodocyclales; en negro, enraizamiento proveniente del filo Actinomycetota.
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Figura suplementaria 8. Arbol filogenético del gen pggCDE, elaborado con 3 marcos
de lectura, en especies pertenecientes a la clase B-proteobacteria, incluidas en el
estudio. En morado, Burkholderiales; en verde, Neisseriales; en rojo, Nitrosomonadales;
en azul, Rhodocyclales; en negro, enraizamiento proveniente del filo Actinomycetota.
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Figura suplementaria 9. Arbol filogenético del gen pggCDE, elaborado con 2 marcos
de lectura, en especies pertenecientes a la clase B-proteobacteria, incluidas en el
estudio. En morado, Burkholderiales; en verde, Neisseriales; en rojo, Nitrosomonadales;
en azul, Rhodocyclales; en negro, enraizamiento proveniente del filo Actinomycetota.

2 g3
28 5 g8 g 5
=4 ~ ©
%% % B % 2028 S5
B % B ® v 0 E §F
() 2.8 S S O o~ X
% A 92 % % @ <w: o CCJO - JS_J O & NS
o 8 B B 2 £ c 2 = & O o A N
CAE T R RIS F ¥ o N
P % h 38R Ef3gdfFlee T4 o
9/‘9@'@,9%%@ mw,,c,’:-'c‘mkq?—\-g?q?%@@
%, By, 6, T % % %% % 0 S3853F8585 8 s Y
b, e % 0, S B % R BEES T FLF I F S I
o Uy LA §ES5s2885 58S T @
$385iias 88y ST
D/fol' S, SSEESF8S P e & & ¥ e \f-’q’ S
KA POEEESe S FF S & o ¢
“rs,. ) -"Vﬁbos\oxo@cg'\%‘-} & & O
K /5\"0 G('Q’ o ‘{D‘Z{f\cé\%bkis\- & \\\0 o“\\ G
. /7/90/ mw 8 5 X S ‘\.x\ \_{J +c§r a\\& _CD\'& '\'Z?' \a
o “n e " 5 7/'\;@? éés_\;\*!’b o\?}o ((\0“\\ ot b AL
. &
I g, Dna%l “q =l & Q'Q_\SO ‘(\&\‘?'b,ad\e’{ ‘0053 O s
frdo,..aea o, f Us e, L & Q-’b'bg(\\\‘o g\)ﬁ‘ 9\00\ \\5"\' .‘GCB‘\
. e N -
Pang, ooy, da’% Ly, P P e‘*\ie""\‘(\?\“a\“ \Q“W“mtﬂ oo
yo‘rog o h y:SDSM ““:\a e(io\eu \0\“\-‘:“'\'(\63 U-\-\»\P-U"
1), an, 0 o o G =)
Meigm 92 Croggy 1 A 'ﬁg\fgbac"“uim\red“cen -
e Nivorg SN 0156 hauarah onicd TE
eiamm;‘,o,a}.eju%ﬁ p verls Scp o ) &) , Ttha‘*‘e‘a propie™ . KNDSS Mach
s KAC 40 jionic
Hydrogenoph, C 19629 ra prop )
3 00 Thaue! " i Hgb
Phaga pseudofiayg DSM 1084 62, 100 57 Meinyloversatiis universalis EHG
Hydrogenophaga pseudoflava CZa25 1 2 - Metnyloversatilis universalis FAMS
Hydrogenophaga crassostreag LPBS%% o 98 ;‘l:thiylnversatilis universalis Fam500
i ans 7 g 0gioea olgj
aga aromaticiver 7 vorans BF4
Hydrogeﬂoph : mmaﬁc‘uvorans_\) 109,-2271% Zg;glﬂea Oleivorang 8 0
riyarogenoPee ® L erios?t Vot enera mopy
aroger@Pe ; p Vg teng, 'S Jlwg
Ly & gMeff;yJ,""bacafu YerSatits 50
no el ¥’ e 7 OB, hi
B a uf\‘“o\d \4“%‘“\ * N %8, &,k e il P 2050k
\d?'“ap ERA % 88‘”% %/G's . Cap, Yl , - Casg
o o o e 2 p % @"%ﬁ%f@ T e,
CNARE L 2 2) &, Gty Oty o, Loy, 56y
S e o < & Top, Ty by, g,
o ,00\6 Y K, « o . 6},0")‘ '50/ %, "o f/s.( 629
o \4\0\66( &°° S\ B @"i(%’%%oé%'%'fé "o, @Gé‘q
L g 57 SO, 5, 5ty gy
o & 2558 5% % 6. %, % Ty, He, T,
P2 S T F 5w, 2282225 %55, %, %, ¢, T, 5,
FF SIS EHed 8ot §553250% 0% 5 4 Y Ry
T e e O ] ST N ¥O @ 9, L[ W E QG <. 7
& TP I T T o3BT ZETRE RGN E B % b h
F EFE T ELEITEIISIGTBER 598" R e R Y
S O L o T FSITI = Dy sow 5D 35D o, A a8
P EHF I FTLEILT STz o0y IR A T PN )
F P LSS FITEZRE22R L5 5558 % % G 2
¥ @ FF FFRFs 200003 893 3% %% BB %
& & o » £ N 5 o] w X c O FT = = w6 O >3 %,
\bé‘@"’S&“@qc’:s_,ﬁgﬁmgﬁmo%%@%r%m'&% &
o i) g & O @ D3 S © O g oz e R e
& 9 ST & L2 3L LER 222 8 6 LW
5 SO LEOFFETESE FED N 4 G v
< f g0 F 855083285 <«av 23
s &V 5285585282228
~ 9 T = &L 92 g5 § =% Z 2 B
& =~ 2 & . € @ 8 o > v
& sfs 5 82% 898%
§ EEEE3 2%
s £ 9 6 ¢ ¢ v =
IS = 3 2 2 5 [
2 £ a g g2 2 s
I 3 2 3 ey
£ @ £ -

56

'

(
.



Figura suplementaria 10. Arbol filogenético del gen ARNr 16S en B-proteobacterias.
En morado, Burkholderiales; en verde, Neisseriales; en rojo, Nitrosomonadales; en azul,
Rhodocyclales; en negro, enraizamiento.

Arbol filogenético del gen ARNr 16S, en especies pertenecientes a la clase B-
proteobacteria, incluidas en el estudio. En morado, Burkholderiales; en verde,
Neisseriales; en rojo, Nitrosomonadales; en azul, Rhodocyclales; en negro,
enraizamiento proveniente del filo Actinomycetota.

€ o
3 g -
® % g
[ I
% 3 weooa &
5w @@ oy e] &l N
% % E50fp 85, Vo & &
©, S S = el Q
& 2 = L% g G2 . '\q’
R B B EE op Frogdas &
& % g, = 33 g v 2 > 0 F N & 0
¢, = 5 % % D 885535808y I g
@c%%%%%%@ g'gg-é’é‘g)?g%ééf’&b& av
%y, % % % %% B SEESESLSES s L &
%, O B % 95 S %02 S ER8FFPE S S W
%y Gy B B % R T T B Kx xn R8T ST E F P PN
8, o, B, B 0% 8% FERxx85558 F TR S R
U, T %, U, BB HR R EEEBFy RS FL T P & o P @
b, P L B G0, 2 S @ 2995588528 9 F 8 & N o A
Y o S U T REG 835598878 80 & & & & a°
8, Sy, B G0 U R0, BB 2 EEsfl03 8858y S P o F & O O
(& e T e 5 R T RN TG LS LS XL L & & & N
G%«,\O/ /;%@ 9, %% 'VO'VO%G»%% P 2558084 & i%’?@‘ §’§} §° @QQ(}(& @go,b@eo & 5 @0\@ '\5‘666
Op Q. GESE 2 R
Dy, By B, O, g S EE S F T B
by @ b, S g g ST S Sty
Oy Vo, A * 9. Tt W g
s Bu”"‘?ofd /t’ho/ deﬁ@r,a fe::%%g oc’;(;; :\x / ,?\32 6\0‘%,92’00\6“(\2@\\“\05\0\30?)?."6 Ry
Urkhye, Brig o, @ S 8 & R < 9
. Ol Copg Sts Ly NI o e o2
7, e Coe) Ly A hia (€ A
Bjk Aoy FSZ:ACCSTSSGQG B2 PP ?%?@‘(‘,\:‘E\oad‘:&\a vaazng\g\»’\hocz
Kholger; ARG 188, R o e 5802
B“’khov‘deria p’a:t gla ;O?‘Bf S}'f&g & Blgl \{\?ng\y\\"\’f;‘,a su'\pu\ueé‘cue 52675
arjj - in .
Burkhoideria HATCE 43750 10077 WA g aauatied ™ 1006t
Plantarii kaq 18962 28 00 e\Dm%‘:‘ tica KCT
B N alom .

Llfkh.oldsna glumae N1 7499 PRubrivivax gelatinosus DSM 1709
Burkholderia glumae ngg?s -" - 5 Rubrivivax gelatinosus IL144
Burkholderia g'”r:aes?/tzsaz% 03 & & L Aﬁ%ﬂ{dmmonas caseinilytica G-1-1.14

pandoragad thiﬂoxydandans pTSB1E o 78, Ideopen X 98latinosyg IFP 2047
Pandoraeath\oow MG 30”,;‘3,:3 B ® © 777 g /dg%scma; o8 UG
0210 © e — 5 A = a5y AT Spplella gy O 30977
pare ko o 9‘-°§me\9§5 2 LB Shoarony, 9 Toy, 18551
BN eV e 20 a0t > a
end RPN s e & % ! Saag,. Oy, tan
o A Pl e e 2 o O S ag 0ty S Nags, S Dy,
Q\fgﬁ\N ’V{t‘%‘\\ ?’o\}‘f\\\‘\ e\)\e‘)e G\%\)O\%\‘E;@‘b-b o %b @@(’fﬁ sﬁ’rro(wilusbm ,}S'q.?' &) 657 5
P 5\5"‘8\\\;@“ \)i'a"&é“-)?o{’i@g% “2 ol 28 2% -7'7‘73%160/0’?%&%0?&05‘44 © 73339
© 037 (B S P T N, SRS 2 2\5 Q9.8 B, Oy Sy B8,
1© 66\? @\}Q‘ F et & & /z?@q’@; Sy Do, TRy S 4 6
3 S0P F S 500 5 IN LR b e, %o, Qg Wy v
O o @ g QTN ST 225 T4 8, e s Mg
i RN R O N T 228550 ° By ",
@ %) g SR EDTH TE TS %
P S S S S N S T
g7 AN R o S FFE CO08838 322260, £ % % 0
oy S S P FEFIFE 5823882 TE LR R LG B % % Y, O
Y A Obe;,f])% o TP EOR B0 B02 22 ®%Z O, s W,
N 20 C L Vg rasmn2082%50 6 @ & 7L 4
N G, VP T EFA LS L2 3dB RGBT & g
o ca“}'\?'oo@o\‘9‘93‘5'{?33'?"7@%2%3%%%3%{%%»47’700 @,
T e S YS9 E55858%2%5%% % %
=] = 22 - =Y )
G AN T 1 F Rt EARE LA
JE 2853325835528 % S
2ES 5 FEEBEEE%225% %D g
Qe § T HAogZNZG 0@C GE 0 7 o)
§¢s FEF2gaTERRLLT i
~ % £ T ng = 6
F & £ mo NT g0 3w
S F 3z - @ L% 23 D
& 3 N ~ -
b > -
o

57

——
| —



O-proteobacteria

Tabla suplementaria 3. Clasificacion taxondmica de las especies pertenecientes a la clase
O-proteobacteria, incluidas en el estudio.

Orden

Familia

Género

Especie

Bradymonadales

Bradymonadaceae

Persicimonas

caeni
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e-proteobacteria

Tabla suplementaria 4. -proteobacterias incluidas en el estudio. En morado, Arcobacter;
en verde, Halarcobacter; en rojo, Malaciobacter; en azul, Poseidonibacter.

Orden Familia Género Especie
acticola
cloacae

Arcobacter nitrofigilis
peruensis
Campylobacterales | Arcobacteraceae veperup/s
Halarcobacter mediterraneus
Malaciobacter pacificus
antarcticus
Poseidonibacter lekithochrous
parvus
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Figura suplementaria 11. Arbol filogenético del gen pgqC, elaborado con 3 marcos de
lectura, en especies pertenecientes a la clase e-proteobacteria, incluidas en el estudio.
En morado, Arcobacter; en verde, Halarcobacter; en rojo, Malaciobacter; en azul,
Poseidonibacter; en negro, enraizamiento proveniente del filo Actinomycetota.
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Figura suplementaria 12. Arbol filogenético del gen pgqC, elaborado con 2 marcos de
lectura, en especies pertenecientes a la clase e-proteobacteria, incluidas en el estudio.
En morado, Arcobacter; en verde, Halarcobacter; en rojo, Malaciobacter; en azul,
Poseidonibacter; en negro, enraizamiento proveniente del filo Actinomycetota.
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Figura suplementaria 13. Arbol filogenético del gen pggCDE, elaborado con 3 marcos
de lectura, en especies pertenecientes a la clase e-proteobacteria, incluidas en el estudio.
En morado, Arcobacter; en verde, Halarcobacter; en rojo, Malaciobacter; en azul,
Poseidonibacter; en negro, enraizamiento proveniente del filo Actinomycetota.
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Figura suplementaria 14. Arbol filogenético del gen pggCDE, elaborado con 2 marcos
de lectura, en especies pertenecientes a la clase e-proteobacteria, incluidas en el estudio.
En morado, Arcobacter; en verde, Halarcobacter; en rojo, Malaciobacter; en azul,
Poseidonibacter; en negro, enraizamiento proveniente del filo Actinomycetota.
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Figura suplementaria 15. Arbol filogenético del gen ARNr 16S, en especies
pertenecientes a la clase e-proteobacteria, incluidas en el estudio. En morado,
Arcobacter; en verde, Halarcobacter; en rojo, Malaciobacter; en azul, Poseidonibacter;
en negro, enraizamiento proveniente del filo Actinomycetota.
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Bacillota

Tabla suplementaria 5. Clasificacion taxondmica de las especies pertenecientes al

filo Bacillota, incluidas en el

Paenibacillaceae.

estudio.

Bacillaceae; en

rojo,

Clase

Orden

Familia

Especie

Bacilli

Bacillales

Bacillaceae

salipaludis

timonensis

Heyndrickxia

camelliae

sporothermodurans

vini

Neobacillus

bataviensis

drentensis

megaterium

Paenibacillaceae

colombiensis

endophytica

herbarum

Cohnella

lubricantis

phaseoli

pontilimi

xylanilytica

Paenibacillus

albilobatus

elgii

piri

rhizovicinus

thalictri

——
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Figura suplementaria 16. Arbol filogenético del gen pgqC, elaborado con 3 marcos de
lectura, en especies pertenecientes al filo Bacillota, incluidas en el estudio. En morado,
Bacillaceae; en rojo, Paenibacillaceae; en negro, enraizamiento proveniente del filo

Actinomycetota.
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Figura suplementaria 17. Arbol filogenético del gen pgqC, elaborado con 2 marcos de
lectura, en especies pertenecientes al filo Bacillota, incluidas en el estudio. En morado,
Bacillaceae; en rojo, Paenibacillaceae; en negro, enraizamiento proveniente del filo

Actinomycetota.
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Figura suplementaria 18. Arbol filogenético del gen pggCDE, elaborado con 3 marcos
En

de lectura, en especies pertenecientes al filo Bacillota, incluidas en el estudio.
morado, Bacillaceae; en rojo, Paenibacillaceae; en negro, enraizamiento proveniente del

filo Actinomycetota.
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Figura suplementaria 19. Arbol filogenético del gen pggCDE, elaborado con 2 marcos
de lectura, en especies pertenecientes al filo Bacillota, incluidas en el estudio.

En

morado, Bacillaceae; en rojo, Paenibacillaceae; en negro, enraizamiento proveniente del

filo Actinomycetota.
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Figura suplementaria 20. Arbol filogenético del gen pggBCDE, elaborado con 3 marcos
de lectura, en especies pertenecientes al filo Bacillota, incluidas en el estudio.

En

morado, Bacillaceae; en rojo, Paenibacillaceae; en negro, enraizamiento proveniente del

filo Actinomycetota.
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Figura suplementaria 21. Arbol filogenético del gen pggBCDE, elaborado con 2 marcos
En

de lectura, en especies pertenecientes al filo Bacillota, incluidas en el estudio.
morado, Bacillaceae; en rojo, Paenibacillaceae; en negro, enraizamiento proveniente del

filo Actinomycetota.
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Figura suplementaria 22. Arbol filogenético del gen pggCD, elaborado con 3 marcos
de lectura, en especies pertenecientes al filo Bacillota, incluidas en el analisis de Bacillus
timonensis MM10403188. En morado, Bacillaceae; en rojo, Paenibacillaceae; en negro,
enraizamiento proveniente del filo Actinomycetota.

o
o
=
o
w
%
5 &
g &
[] e
£ &
o 2 &
% 8 $
% 5 &
% a N
P w @
[s} © 55
o 2 O
(@) % )
% 2 a
G = 2
£} = &
A (3 o 8
C?@o w2 T o
g = 3
C‘/]/O Prg Qf'
#
4‘/30% ‘ ,\g%b{\
KO o
b4 7> . \F’*\
7, oo
Ro ., o
9
82
Cohnella herbarum MFER-1 Neobacillus drentensis JC05
% )
(AN g,
e\é“\' %
) ()
o G\\\\} Qaf@f/
?.38‘\ So
%,
///'
%ﬁ_
%
%
Q.
K
k)

m
D
Q.
=
7]
=
3
Q
>
@
5
8
7]
=
=
=
o
=
(=]
&
putd
o]
&

72

——
| —



Figura suplementaria 23. Arbol filogenético del gen pggCD, elaborado con 2 marcos
de lectura, en especies pertenecientes al filo Bacillota, incluidas en el analisis de Bacillus
timonensis MM10403188. En morado, Bacillaceae; en rojo, Paenibacillaceae; en negro,
enraizamiento proveniente del filo Actinomycetota.
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Figura suplementaria 24. Arbol filogenético del gen pggCDE, elaborado con 3 marcos
de lectura, en especies pertenecientes al filo Bacillota, incluidas en el analisis de Bacillus
timonensis MM10403188. En morado, Bacillaceae; en rojo, Paenibacillaceae; en negro,
enraizamiento proveniente del filo Actinomycetota.
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Figura suplementaria 25. Arbol filogenético del gen pggCDE, elaborado con 2 marcos
de lectura, en especies pertenecientes al filo Bacillota, incluidas en el analisis de Bacillus
timonensis MM10403188. En morado, Bacillaceae; en rojo, Paenibacillaceae; en negro,
enraizamiento proveniente del filo Actinomycetota.
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Figura suplementaria 26. Arbol filogenético del gen ARNr 16S, en especies
pertenecientes al filo Bacillota, incluidas en el estudio. En morado, Bacillaceae; en rojo,
Paenibacillaceae; en negro, enraizamiento proveniente del filo Actinomycetota.
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Verrucomicrobiota

Tabla suplementaria 6. Clasificacion taxondémica de las especies pertenecientes al filo
Verrucomicrobiota, incluidas en el estudio. En morado, Spartobacteria; en rojo, Methylacidiphilae.

Clase

Orden

Familia

Género

Especie

Spartobacteria

Chthoniobacterales

Chthoniobacteraceae

Chthoniobacter

flavus

Methylacidiphilae

Methylacidiphilales

Methylacidiphilaceae

Methylacidiphilum

fumariolicum

kamchatkense

caldifontis

infernorum

——
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Figura suplementaria 27. Arbol filogenético del gen pgqC, elaborado con 3 marcos de
lectura, en especies pertenecientes al filo Verrucomicrobiota, incluidas en el estudio. En
verde, Spartobacteria; en rojo, Methylacidiphilae; en negro, enraizamiento proveniente
del filo Actinomycetota.
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Figura suplementaria 28. Arbol filogenético del gen pgqC, elaborado con 2 marcos de
lectura, en especies pertenecientes al filo Verrucomicrobiota, incluidas en el estudio. En
verde, Spartobacteria; en rojo, Methylacidiphilae; en negro, enraizamiento proveniente
del filo Actinomycetota.
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Figura suplementaria 29. Arbol filogenético del gen pggCDE, elaborado con 3 marcos
de lectura, en especies pertenecientes al filo Verrucomicrobiota, incluidas en el estudio.
En verde, Spartobacteria; en rojo, Methylacidiphilae; en negro, enraizamiento
proveniente del filo Actinomycetota.
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Figura suplementaria 30. Arbol filogenético del gen pggCDE, elaborado con 2 marcos
de lectura, en especies pertenecientes al filo Verrucomicrobiota, incluidas en el estudio.

En verde, Spartobacteria; en rojo, Methylacidiphilae; en negro, enraizamiento
proveniente del filo Actinomycetota.
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Figura suplementaria 31. Arbol filogenético del gen pggBCDE, elaborado con 3 marcos
de lectura, en especies pertenecientes al filo Verrucomicrobiota, incluidas en el estudio.
En rojo, Methylacidiphilae; en negro, enraizamiento proveniente del filo Actinomycetota.
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Figura suplementaria 32. Arbol filogenético del gen pggBCDE, elaborado con 2 marcos
de lectura, en especies pertenecientes al filo Verrucomicrobiota, incluidas en el estudio.
En rojo, Methylacidiphilae; en negro, enraizamiento proveniente del filo Actinomycetota.
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Figura suplementaria 33. Arbol filogenético del gen ARNr 16S, en especies

pertenecientes al filo Verrucomicrobiota, incluidas en el

estudio.

En verde,

Spartobacteria; en rojo, Methylacidiphilae; en negro, enraizamiento proveniente del filo

Actinomycetota.
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Preparacion de soluciones

PBS (150 ml)

NaCl 137 mM 1.2 g
KCl 2.7 mM 0.3g
Na2HPO4 10 mM 0.21g
KH2PO4 1.8 mM 0.037 g

Agua tridestilada la necesaria para aforar a 1 litro

pH final = 7.4 (ajustar con HCI de ser necesario)

SDS 10% (100 ml)
SDS 10 g

Agua tridestilada la necesaria para aforar a 100 ml

NaCl 5M (40 ml)
NaCl 11.75 g

Agua tridestilada la necesaria para aforar a 40 ml

Buffer CTAB 2% (200 ml)

CTAB 49

NaCl 16.4 g
Tris 0.48 ¢
EDTA 0.29 g

Agua tridestilada la necesaria para aforar a 200 ml

Esterilizar 15 minutos a 115 |b.

Cloroformo:alcohol isoamilico 24:1 (50 ml)
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Cloroformo 48 ml
Alcohol isoamilico 24:1 2 ml

Almacenar en refrigeracion a 4°C

NaI 6M (100 ml)
Nal 90 g
Tiosulfato de sodio 0.05¢g

Agua tridestilada la necesaria para aforar a 100 ml

Suspension de silica

En un tubo de 50 ml se agregan 2.4 g de silica y 40 ml de agua
tridestilada, agitar la mezcla vigorosamente por 5 minutos y dejar reposar
24 horas en oscuridad. Eliminar 37.6 ml de sobrenadante y aforar a 40
ml con agua tridestilada pH 2.0, agitar y dejar decantar en refrigeracién
(4°C) por 5 horas. Eliminar 35 ml de sobrenadante y reservar en
microtubos de 1.5 ml.

New Wash 10X (1 litro)

Tris 200 mM 24.23 g
NaCl 1M 5.84 g
Agua tridestilada la necesaria para aforar a 1 litro

pH final = 8.0 (ajustar con HCIl de ser necesario)

Esterilizar 15 minutos a 115 |b
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New Wash 1X (50 ml)

New Wash 10X 5 ml
Etanol 96% 25 ml
Agua PISA 20 ml

Acetato de sodio 3M (200 ml)
Acetato de sodio anhidro 49.2 ml
Agua tridestilada la necesaria para aforar a 200 ml

pH final = 5.2 (ajustar con acido acético glacial)

TBE 10X (1 litro)

Tris 108 g

Acido bérico 55 g

EDTA 0.5M (pH 8.0) 40 ml

Agua tridestilada la necesaria para aforar a 1 litro

pH final = 8.0 - 8.3

TAE 50X (1 litro)

Tris 242.28 g

EDTA 18.61 g

Acido acético glacial 51.1 ml

Agua tridestilada la necesaria para aforar a 1 litro
pH final = 8.6

87

——
| —



BIBLIOGRAFIA

Abascal, F., Irisarri, I. y Zardoya, R. (2014). Capitulo 9. Filogenia y
evolucion molecular. En A. Sebastian y A. Pascual-Garcia (Eds./Coords.),
Bioinformatica con N. Volumen I: Principios de Bioinformatica. (pp. 231-
259). Autoeditado e impreso por CreateSpace (http://www.creates-
pace.com).

Alexis Macias Villafuerte. (2022). Evaluacion del marcador molecular
pqqCDE en muestras fecales de individuos con Sindrome Metabdlico.
Benemérita Universidad Auténoma de Puebla.

Ana Maria R. Moise. (2017). The Gut Microbiome: Exploring the
Connection Between Microbes, Diet, and Health. Greenwood.

Carrefio-Lopez R., Alatorre-Cruz J.M., Marin-Cevada V. (2019).
Pyrroloquinoline quinone (PQQ): Role in Plant-Microbe Interactions.
En Secondary Metabolites of Plant Growth Promoting
Rhizomicroorganisms Discovery and Applications (pp. 169-184).

Conlan, S., Thomas, P.J., Mullikin, J., Frank, K.M. Segre, J.A., Segre, J.A.
y Mullikin, J. (2017) Enterobacter cloacae complex sp. strain AR_0065
chromosome, complete genome. National library of medicine (NCBI).
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP020053.1?report=genbank&
log$=nucltop&blast_rank=12&RID=F09X6XJEO1R

Fernandez-Pato, A., Sinha, T., Gacesa, R. et al. Choice of DNA extraction
method affects stool microbiome recovery and subsequent phenotypic
association analyses. Sci Rep 14, 3911 (2024).
https://doi.org/10.1038/s41598-024-54353-w

Francisco Gutiérrez Hernandez. (2019). Estudio del cluster de PQQ como
marcador molecular para bacterias productoras de PQQ. Benemérita
Universidad Autdnoma de Puebla.

Gao, Y., Kamogashira, T., Fujimoto, C., Iwasaki, S., & Yamasoba, T.
(2022). Effects of pyrroloquinoline quinone on noise-induced and age-
related hearing loss in mice. Scientific reports, 12(1), 15911.
https://doi.org/10.1038/s41598-022-19842-w

88

——
| —



Hou, K., Wu, ZX., Chen, XY. et al. Microbiota in health and diseases.
(2022). Sig Transduct Target Ther 7, 135.
https://doi.org/10.1038/s41392-022-00974-4

Jonscher, K. R., Stewart, M. S., Alfonso-Garcia, A., DeFelice, B. C., Wang,
X. X., Luo, Y., Levi, M., Heerwagen, M. J,, Janssen, R. C., de la Houssaye,
B. A., Wiitala, E., Florey, G., Jonscher, R. L., Potma, E. O., Fiehn, O., &
Friedman, J. E. (2017). Early PQQ supplementation has persistent long-
term protective effects on developmental programming of hepatic
lipotoxicity and inflammation in obese mice. FASEB journal : official
publication of the Federation of American Societies for Experimental
Biology, 31(4), 1434-1448. https://doi.org/10.1096/fj.201600906R

Joshi CJ, Ke W, Drangowska-Way A, O’'Rourke EJ, éLewis NE (2022) What
are housekeeping genes? PLoS Comput Biol 18(7): e1010295.
https://doi.org/10.1371/journal. Pcbi.1010295

Keswani, Chetan & Singh, Harikesh & Reddy, Munagala & Sansinenea,
Estibaliz & Garcia- Estrada, Carlos. (2019). Secondary Metabolites of Plant
Growth-Promoting Rhizo- microorganisms: Discovery and Applications.
10.1007/978-981-13-5862-3.

Ma, Zigi & Zuo, Tao & Frey, Norbert & Rangrez, Ashraf. (2024). A
systematic framework for understanding the microbiome in human health
and disease: from basic principles to clinical translation. Signal
Transduction and Targeted Therapy. 9. 237. 10.1038/s41392-024-01946-
6.

Martinez-Martinez, A. B., Lamban-Per, B. M., Lezaun, M., Rezusta, A., &
Arbones-Mainar, J. M. (2024). Exploring Functional Products and Early-
Life Dynamics of Gut Microbiota. Nutrients, 16(12), 1823.
https://doi.org/10.3390/nu16121823

Million, M.M., Armougom,F.A., Lagier,J.C., Pagnier,I.P.,, Robert,C.R.,
Bittar,F.B., Henry,M.H., Leroy,Q.L., Fournous,G.F., Gimenez,G.G.,
Dridi,B.D., Trape,J.F.T., La Scola,B.L., Drancourt,M.D. and Raoult,D.R.
(2013). Bacillus timonensis strain MM10403188, whole genome shotgun

89

——
| —



sequence. Recuperado de
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/403048276

Nakano, M., Kawasaki, Y., Suzuki, N., & Takara, T. (2015). Effects of
Pyrroloquinoline Quinone Disodium Salt Intake on the Serum Cholesterol
Levels of Healthy Japanese Adults. Journal of nutritional science and
vitaminology, 61(3), 233-240. https://doi.org/10.3177/jnsv.61.233

Nguyen, T. T., Kosciolek, T., Maldonado, Y., Daly, R. E., Martin, A. S,,
McDonald, D., Knight, R., & Jeste, D. V. (2019). Differences in gut
microbiome composition between persons with chronic schizophrenia and
healthy comparison subjects. Schizophrenia research, 204, 23-29.
https://doi.org/10.1016/j.schres.2018.09.014

Ohwada, K., Takeda, H., Yamazaki, M., Isogai, H., Nakano, M.,
Shimomura, M., Fukui, K., & Urano, S. (2008). Pyrroloquinoline Quinone
(PQQ) Prevents Cognitive Deficit Caused by Oxidative Stress in Rats.
Journal of clinical biochemistry and nutrition, 42(1), 29-34.
https://doi.org/10.3164/jcbn.2008005

Oren A, Garrity GM (2021). Valid publication of the names of forty-two
phyla of prokaryotes. Int J Syst Evol Microbiol. 2021;71.
https://doi.org/10.1099/ijsem.0.005056.

Paul S. Hwang, Steven B. Machek, Thomas D. Cardaci, Dylan T. Wilburn,
Caelin, S. Kim, Emiliya S. Suezaki & Darryn S. Willoughby (2020) Effects
of Pyrroloquinoline Quinone (PQQ) Supplementation on Aerobic Exercise
Performance and Indices of Mitochondrial Biogenesis in Untrained Men,
Journal of the American College of Nutrition, 39:6, 547-556, DOI:
10.1080/07315724.2019.1705203

Sender, R., Fuchs, S., & Milo, R. (2016). Are We Really Vastly
Outnumbered? Revisiting the Ratio of Bacterial to Host Cells in Humans.
Cell, 164(3), 337-340. https://doi.org/10.1016/j.cell.2016.01.013

Tamakoshi, M., Suzuki, T., Nishihara, E., Nakamura, S., & Ikemoto, K.
(2023). Pyrroloquinoline quinone disodium salt improves brain function in

90

——
| —



both younger and older adults. Food & Function, 14(5), 2496-2501.
https://doi.org/10.1039/d2fo01515c

Turnbaugh, P. J., Ley, R. E., Hamady, M., Fraser-Liggett, C. M., Knight, R.,
& Gordon, J. I. (2007). The human microbiome project. Nature,
449(7164), 804-810. https://doi.org/10.1038/nature06244

Ursell, L. K., Metcalf, J. L., Parfrey, L. W., & Knight, R. (2012). Defining
the human microbiome. Nutrition reviews, 70 Suppl 1(Suppl 1), S38-544.
https://doi.org/10.1111/j.1753-4887.2012.00493.x

Varghese, N. and Submissions, S (2016). Allokutzneria albata strain DSM
44149 genome assembly, chromosome: I. National library of medicine
(NCBI).https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LT629701.1?report=ge
nbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=EJJ90GYZ013

——

91

'



