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RESUMEN

El kefir es un alimento probiotico, compuesto principalmente de bacterias acido-lacticas y levaduras. Su ingesta ayuda al
buen funcionamiento del intestino humano por el incremento de la flora benéfica. Dependiendo del lugar, este producto
presenta caracteristicas organolépticas distintivas proporcionadas por el tipo de microorganismos asociados y la calidad
de la leche utilizada. Actualmente existe interés en industrializarlo, pero es necesario seleccionar el inoculo adecuado
para estandarizar su sabor y calidad. Con base en lo anterior, se caracterizaron e identificaron molecularmente bacterias
acido-lacticas aisladas de kefir artesanal. Todas las bacterias caracterizadas fueron de forma bacilar, Gram positivas, ca-
talasa negativas, sin esporulacion, y acidificaron la leche en valores de pH diferentes. La leche fermentada presentd con-
sistencia viscosa, olor caracteristico, y generalmente estaba gasificada. Todos los aislamientos fueron diferenciados con

RAPDs, RAPD-CAFs, separados en cuatro grupos, y las secuencias del gen 16S los identifico como Lactobacillus kefiri.

Palabras clave: leche fermentada, marcadores genéticos, RAPD-CAFs, rDNA, Lactobacillus kefiri.

ABSTRACT

Kefir is a probiotic food composed mainly of lactic acid bacteria and yeasts; intake helps the proper function of the human
intestine by increasing the beneficial flora. Depending on the geographic site, this product has distinctive organoleptic
characteristics provided by the type of associated microorganisms and the quality of the milk used. Kefir has undergone
industrialization, but to standardize the taste and quality, it is necessary to select the appropriate inoculum. Lactic acid
bacteria isolated from artisanal kefir were identified and characterized molecularly. All the bacteria were rod shaped,
Gram positive, catalase negative and with no sporulation; the bacteria also acidified the milk with different pH values. The
fermented milk showed viscous consistency, characteristic odor and most frequently it was gasified. Bacterial isolates
were differentiated with RAPD and DAF-PCR, and classified into four groups. The sequences of the 16S gene identified

them as Lactobacillus kefiri.

Key Word: fermented milk, genetic markers, organoleptic properties, DAF-PCR, rDNA, Lactobacillus kefiri.
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tos por fermentacion es uno de los metodos mas an-
tiguos conocidos por la humanidad. La leche ha sido
uno de los primeros productos pecuarios utilizados por
el hombre, e incluso, de los primeros alimentos some-
tidos a procesos fermentativos (Cheesman, 1984). Las
leches fermentadas se elaboran generalmente con le-
che de vaca (Liu y Lin 2000; Je-Ruei et al,, 2002), utili-
zando selectos cultivos lacticos en modernos procesos.
El consumo de estos productos a nivel mundial se ha
incrementado debido a que favorecen la flora intestinal
y ayudan a prevenir el incremento de organismaos pato-
genos en el intestino por la propia acidificacion del pro-
ducto (Roberfroid, 2000). El kefir (de origen caucasico)
es una bebida lactea viscosa, ligeramente carbonatada,
que contiene pequenas cantidades de alcohol; se co-
noce como kephir, kiaphur, kefer, knapon, kepi y kippi
(Farnworth, 2005; Karagozlu et al., 2007). Se clasifica en
el grupo de leches fermentadas y acidificadas por una mi-
croflora mixta basada en bacterias y levaduras (Marshall
y Cole, 1985; Ot-es y Cagindi, 2003). Los granulos de
kefir, comunmente conocidos en México como “bulga-
ros’, se utilizan como inoculo y se obtienen a partir de
la proliferacion de granulos preformados (Garrote et al.,
1998), que son estructuras de polisacaridos, gelatinosas,
blancas o amarillentas, irrequlares y de tamario variable
(Figura 1) donde conviven en simbiosis bacterias acido
lacticas (BAL), levaduras vy, ocasionalmente, bacterias
acéticas incrustadas en una matriz formada por Kefiran
(Frengova et al,, 2002; Ninane et al., 2005). Las BAL se
localizan principalmente en la capa superficial y las le-
vaduras en el centro de los granulos, ocasionando fer-
mentacion acido-alcohodlica durante la cual se acumu-
lan metabolitos como acido lactico (producido por las
bacterias), alcohol etilico y dcido carbonico (producido
por levaduras) que le confieren propiedades organolép-
ticas distintivas a este alimento milenario (Yilmaz et al.,
2006). Ademas de otros beneficios atribuidos a su con-
sumo, la cantidad de microorganismos vy la variedad de
componentes bioactivos que pueden formarse durante
la fermentacion hacen del kefir un probiotico complejo
(Farnworth, 2005).

El kefir es consumido principalmente en Europa, pero se
produce comercialmente en otras partes del mundo. Ac-
tualmente la elaboracion a escala comercial requiere de
cultivos seleccionados y eficientes que permitan contro-
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lar la microflora involucrada para obtener produccion de
calidad y estandarizada; asi como extender la vida util del
producto y facilitar los aspectos nutrimentales, conside-
rando altos valores de bacterias viables, ademas de bue-
nas propiedades quimicas y organolépticas. A la fecha
se ha intentado producir leche similar al kefir tradicio-
nal, combinando Lactobacillus helveticus, Lactococcus
lactis subsp lactis y Saccharomyces cerevisiae aislada
de kefir con las cepas para yogur, L. delbrueckii subsp
bulgaricus y Streptococcus thermophilus (Beshkova et
al, 2002). Con la misma finalidad, en Estados Unidos
(EUA) se produce kefir comercial, que contiene S. lactis,
S. cremoris, S. diacetylactis, Leuconostoc plantarum,
L. casei, L. cremoris y S. florentinus (Hertzler y Clancy
2003). Debido a las propiedades nutricionales que ofre-
ce este producto lacteo y al interés por industrializarlo de
forma estandarizada, un grupo de bacterias lacticas ais-
ladas de kefir producido artesanalmente se caracterizo e
identifico, utilizando marcadores genético-moleculares
y comparando las secuencias del gen 16S del rDNA.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento y caracterizacion de BAL con

pruebas bacteriolégicas

Se obtuvieron diferentes muestras de kefir de la Ciudad
de Texcoco, Estado de México, México, producido arte-
sanalmente. Se inoculd 10% (p/v) de granulos de cada
muestra en leche de vaca, semidescremada vy ultrapas-
teurizada, marca Alpura®, y se incubaron a 30 °C por
48 h. Del nuevo kefir se hicieron diluciones en solucion

Figura 1. Granulos de kefir (Lactobacillus kefiri).
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de Ringer de 10711072, 1073 y 10~% se sembraron en caldo para lactobaci-
los MRS (De Man et al.,, 1960) por extension en placa y se incubaron a 37 °C
durante 72 h. Se aislaron colonias de bacterias color blanco-cremoso, Gram
positivas y catalasa negativa. Para medir la acidificacion de los diferentes
aislamientos, cada cultivo se inoculd al 1% (v/v) en leche semidescremada
ultra pasteurizada Alpura® y se incubo a 37 °C durante 24 h. La concentra-
cion de células se determind en un espectrofotometro NanoDrop, ND100
a de 550 nm.

Extraccion de DNAy PCR

Se extrajo ADN de los aislamientos de las bacterias lacticas de acuer-
do con Sambrook et al. (1989), ademas de Streptococcus thermophilus
(Gram positiva) y de Escherichia coli (Gram negativa) que se utilizaron
COMO grupos de comparacion en los analisis de DNA. Todas las muestras
se trataron con Ribonucleasa A (RNasa A) 10 mg mL™! (fermentas) y el
ADN se re-suspendio en buffer TE (10 mM Tris-HClpH 7.6 y 1 mM EDTA pH
8). La integridad del ADN se estimo por electroforesis en agarosa 1%, tefii-
do con bromuro de etidio 0.5 ug mL™%, y se observd con luz ultravioleta.
El ADN se cuantificd con espectrofotometro (ND100) a 260 nm. Para la
caracterizacion y diferenciacion de los aislamientos se utilizaron las téc-
nicas RAPDs y una modificacion a esta técnica, que consistio en digerir
previamente el ADN con una enzima de restriccion, con la finalidad de
hacer menos compleja la topologia de la molécula y facilitar el reconoci-
miento de fragmentos molde por parte del primer aleatorio, con el fin de
incrementar considerablemente la reproducibilidad y la nitidez de los per-
files que se obtienen al separarlos en geles de acrilamida. En el presente
trabajo a esta modalidad se propone el nombre de RAPD-CAFs (Random
Amplified Polymorphic DNA-Claved Amplified Fragments). Esta técnica al-
ternativa practicamente tiene como base las que reportaron Konieczny y
Ausubel (1993), quienes restringieron productos de PCR en lugar del ADN
molde; y Caetano-Anollés y Gresshoff (1994), que tifleron fragmentos DAF
con sales de plata en geles de acrilamida en lugar de usar radioactividad.
Los iniciadores para PCR se seleccionaron del kit L de Carl Roth Com-
pany. La mezcla de reaccion para RAPD consistio en 100 ng de ADN, 20
pM de cada iniciador, 200 pM de dNTPs, 1X de amortiguador, 2.5 mM de
MgCl, y 1.5 unidades de Tag ADN Polimerasa. El volumen final se ajusto
a 25 ulL con agua destilada estéril. El termociclaje consistio en: un ciclo a
94 °C durante dos minutos; 35 ciclos [94 °C, un minuto; 40 °C, un minuto;
72 °C, 1.5 minutos y un ciclo de extension final de 72 °C por cinco minu-
tos. Se seleccionaron los iniciadores L-03, L-06, L-07, L-08, L-10, L-12, L-18
y L-20, dada su funcionalidad para el tipo de muestras. Cabe hacer notar
que aun cuando los RAPDs se alinean comunmente entre 32 °C y 35 °C,
en la presente evaluacion se hizo a 40 °C con la finalidad de incrementar
la especificidad y reproducibilidad (Luna et al., 2007). Para RAPD-CAFs se
digirio 1 ug de ADN de cada cepa con la enzima EcoRl (PROMEGA) de
acuerdo con las indicaciones del fabricante. Los productos de digestion
se amplificaron con los mismos iniciadores empleados para RAPD y con
el mismo programa de termociclaje referido. Los productos de PCR se
separaron en geles de poliacrilamida 8% y se tifieron con nitrato de plata
0.2 % (Caetano-Anollés y Gresshoff, 1994).
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Anilisis estadisticos de los

perfiles electroforético

Se construy® una matriz binaria (0
y 1) a partir de los diferentes perfiles
de ADN, donde “1" indico la presen-
cia de un fragmento y “0" su ausen-
cia entre los aislamientos compa-
rados. Se generd un dendrograma
por el método de UPGMA, con
coeficiente Nei & Li/Dice y 1000
re muestreos tipo Jackknife, elimi-
nando dos bandas en cada corrida;
esto se realizd con el software Free
Tree 0.9.1.50 y se grafico con Tree
View 1.6.6 (Hampl et al,, 2001; Page,
2001).

Amplificacién del fragmento 16S rDNA

y secuenciacion

Para la amplificacion del gen 16S del
rDNA de las BAL se utilizaron 25 ng
de ADN de cada aislamiento, 10 pM
de cada uno de los iniciadores uni-
versales para bacterias, el 16S (8f:
5-AGAGTTTGATCCTGGCTCA-3" vy
U1492r: 5" ACCTTGTTACGACTT-3))
(Ashelford et al., 2005; Sasoh, et
al., 2006), 200 pM de dNTPs, 1X de
amortiguador, 2.5 mM de MgCl2 vy
2 U de Tag DNA Polimerasa y agua
libre de nucleasas en un volumen
final de 25 uL. El programa de ter-
mociclaje consistid en un ciclo a
95 °C por dos minutos, 30 ciclos
[95 °C, un minuto, 56 °C, un minu-
to; 72 °C, uno punto cinco minu-
tos] y un ciclo de extension final de
72 °C por cinco minutos. Se obtu-
vo un fragmento de alrededor de
1500 pb (pares de bases) y se lim-
pio por el método Exo-Sap (Shrimp
Alkaline Phosphatase-Exonuclease
| de Invitrogen). Para la reaccion
de secuenciacion se utilizaron 20
ng del fragmento purificado, 10
pM de cada iniciador U514F (5'-GT-
GCCAGCMGCCGCGG-3) y 800R
(5'-CTACCAGGGTATCTAAT-3') (An-
zai et al, 2000; Edgcomb et al,
2002), 2 uL de amortiguador 5X,



4 ul de la solucion RRM (incluye
enzima AmpliTag DNA polimera-
sa, MgCl,, amortiguador Tris-HCl,
dNTPs y ddNTPs) y agua. La reac-
cion de PCR se realizo por 25 ciclos
[96 °C, 10s; 50 °C, 5s; 60 °C, 4 mi-
nutos]; posteriormente el ADN se
limpid de acuerdo con las indica-
ciones del kit de secuenciacion de
Applied Biosytems. Las secuencias
se realizaron con un Analizador Ge-
nético Applied Biosystems modelo
3130; se ensamblaron y editaron
con los programas computacio-
nales BioEdit Sequence Alignment
Editor 7.0.5.3 y FinchTV 14.0 Geos-
piza Inc. Esta informacion se com-
pard con la base de datos GenBank
del Nacional Center for Biotechno-
logy Information (http://www.nchbi.
nlm.nih.gov).

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de bacterias y

capacidad acidificante

El medio MRS resultd adecuado
para crecimiento de BAL. En la Fi-
gura 2 se muestran colonias ho-
mogéneas de color blanco-crema
y forma semejante que se caracte-
rizaron como Gram (+) y catalasa
(=). La cuenta de colonias se hizo
con base en las diluciones 1072
y 1073, dando un recuento en el
orden de 38x10° a 145x10” ufc
mL~? respectivamente, o que pre-
supone que la forma de cultivo utili-
zada permite obtener la cantidad de
bacterias BAL apropiadas para con-
tribuir a la calidad del kefir. En este
sentido, Siuta (2001) indica que la
diferencia en cuentas microbianas
en productos lacteos es un factor
de determinacion del sabor y aroma
y, ademas, los probioticos de leches
fermentadas deben estar presentes
en cantidades apropiadas (1x10°
UFC mL™Y para prevenir adecuada-
mente problemas gastrointestinales.

Figura 2. Desarrollo de bacterias lac-
ticas aisladas de kefir. a-d: Diluciones
a 107% 1072 1073 107*, respectiva-
mente.

Los valores de pH entre los 20 ais-
lamientos variaron desde 4.9 a 6.1
(Cuadro 1). La fermentacion de la
leche también produjo un aumento
en la viscosidad, desarrollo de olor
caracteristico y produccion de gas.

Analisis de perfiles RAPDs y RAPD-CAFs
Los ocho iniciadores utilizados para

tipificar genéticamente con RAPD
los 20 aislamientos de BAL mos-
traron pocos polimorfismos; sin
embargo, fueron capaces de dife-
renciar claramente a S. termophillus
y E. coli (Figura 3). Con la técnica
RAPD-CAFs solamente los inicia-
dores L-07 y L-12 fueron capaces
de reconocer y amplificar todas las
muestras que se compararon en el
estudio (Cuadro 2).

Los perfiles de esta Ultima técnica
fueron diferentes a los obtenidos
con RAPDs (Figura 3); las huellas ob-
tenidas fueron abundantes y nitidas.
La razon de esta diferencia se debio
principalmente a que los iniciadores
encuentran mas facilmente los si-
tios de alineacion en los fragmentos
de restriccion que se utilizan en la
PCR como ADN molde, favorecien-
do una amplificacion selectiva vy
proporcionando ampliaciones me-
jor definidas y reproducibles entre
experimentos independientes. El
ADN de alto peso molecular que
normalmente se utiliza para obtener
RAPD dificulta el potencial recono-
cimiento por parte de los iniciado-
res, dada la compleja topologia de
la molécula; esta es seguramente
es una de las razones por la que los
RAPD son cuestionados entre labo-
ratorios o experimentos. Sin embar-
go, en el presente caso las huellas
tipo RAPD fueron capaces de dife-
renciar las cepas de BAL respecto a
las bacterias comparadoras.

Por otro lado, los geles de acrila-
mida resultaron ser una excelente
herramienta para la visualizacion
de polimorfismos de ADN, ya que
las diferencias entre ampliaciones
con pesos moleculares cercanos se
aprecian mas facilmente, proporcio-
nando un mayor numero de datos.
Luna et al. (2007) reportaron resul-
tados similares utilizando la misma
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técnica. Para los analisis estadisticos se utilizd un total
de 105 fragmentos obtenidos en la técnica de RAPD-
CAFs; 37% de éstos fueron propios de los dos aislamien-
tos comparadores. El agrupamiento de las cepas de la
Figura 4 definio seis grupos: dos independientes, donde

Cuadro 1. Valores de pH en leche acidificada por los nientos

17 51 > 5.8 se ubicaron los comparadores E. coli y S. termophilus,
21 55 6 58 y cuatro donde se distribuyeron las 20 cepas de BAL. El
19 - 5 58 grupo principal estuvo integrado por 17 aislamientos, a

su vez separados en diferentes subgrupos: [4, 17, 16, 2, 3,
28 > 20 59 724,28 13y 5 [21, 22, 20, 14 y 26]: [18 y 19], pero las
14 57 2 59 cepas 9, 6y 10 se mantuvieron independientes entre si y
16 57 4 59 separadas del grupo mayor. Este nivel de diferenciacion
9 57 3 60 fue evidenciado solo utilizando los datos RAPD-CAFs, asi

como la variabilidad genética intrinseca del la especie,
13 57 18 6.0

resultados que no se lograron con los datos RAPDs (no
26 >/ 22 61 mostrados y no considerados). Al tratar de establecer

*Numeracion asignada en el estudio.
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Figura 3. Perfiles RAPD (3 )AF-PCR (3b) obtenidos con el iniciador L-07 arados en geles de poliacrilamida. No

los fragmentos de DNA y lo ) sefialados con flechas). El marcador de peso mole

1 kb (PROMEGA). Ec: e / inferior contiene las cepas reportadas en el prese

Gel superior, incluye otros aislamientos que resultaron iguales
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Cuadro 2. Respuesta de amplificacion de las bacterias acido-lacticas aisladas del kefir con ocho iniciadores aleatorios. Las hileras indican los
inic'\adores ut\'l\'zados y las columnas, los aislamientos evaluados.
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Figura 4. Dendograma agrupado con UPGMA, utilizando 105 fragmentos RAPD-CAF de 20 cepas de Lactobacillus

kefiri, con la separacion de los aislamientos 10, 6 y 9.
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una correlacion de los grupos de las BAL del dendrogra-
ma con los de acidificacion de la leche (Cuadro 1), ésta
fue negativa, a excepcion posiblemente de la cepa 10
que tenia el pH mas bajo (4.9).

Secuenciacion. El fragmento secuenciado de alrededor
de 1400 pb, correspondiente al gen 16S, que identifico
con exactitud a las 20 cepas BAL, como Lactobacillus
kefiri, de acuerdo con la base de datos NCBI (Figura 5,
6). La Figura 6 muestra el arbol de relacion filogenéti-
ca entre las cepas del presente estudio (LK) y algunas
bacterias relacionadas, obtenidas del banco de genes
GenBank; donde LK se encuentra mas relacionado ge-
néticamente con L. kefiri, L. sanfranciscensis, L. brevis,
L. casei subsp. casei y L. casei que con el resto de las
especies comparadas. Indudablemente, la compara-
cion de secuencias conservadas de ADN, como fue el
gen analizado en este trabajo, tiene gran importancia
porgue permite comparar a los microorganismos de
manera muy fina. Torriani et al. (1999) y Blaiota et al.
(2008) han indicado que las inferencias basadas en este
solo gen no son del todo concluyentes al comparar
bacterias, por lo que se sugiere utilizar otras secuencias
O genes; por ejemplo, las regiones espaciadoras inter-
génicas (ISR) que ayudan a identificar serotipos o las
regiones en los extremos de la subunidad 16S, llamadas
V1-V3 o V6-V9 e, incluso, genes codificadores de pro-
teinas heat shock, etcétera, que muestran mayor varia-

cion y permiten asegurar la separacion de las especies
con mas precision. Con base en nuestros resultados y
para nuestro caso, resulta muy importante considerar
otras zonas del genoma de las BAL; por ejemplo, las
sugeridas por estos autores para conocer si las cepas 6,
9y 10, que mostraron perfiles de ADN diferentes tanto
con RAPDs (datos no mostrados) como con DAF, re-
presentan variacion inter-especifica de la especie 0 son
otras especies de bacterias acido lacticas presentes en
el kefir de la zona de Texcoco, México.

CONCLUSIONES

Aislamientos de BAL obtenidos de kefir producido de for-
ma domeéstica fueron capaces de fermentar y acidificar
la leche de vaca con valores de pH 4.9 3 6.1.

* La tipificacion genética realizada con RAPD y RA-
PD-CAF permitioc apreciar claramente la variabili-
dad intra-especifica de los aislamientos de BAL.

¢ Los RAPD-CAFs fueron mas eficientes que los RA-
PDs para revelar polimorfismos claros entre los
aislamientos de BAL y entre las bacterias utilizadas
como grupos comparadores (Steptococcus ter-
mophillus y Escherichia coli); particularmente, el
iniciador L-07 fue el mas informativo.

* Los aislamientos de BAL se separaron en cuatro
grupos: el principal se integro por 17 de los 20 ais-
lamientos evaluados: [4, 17, 16, 2, 3,7, 24, 28, 13 y

ATCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGCGTTTCCGTTATTG
ATTTTAGGTGCTTGCATTTAAATGATTTAACACGAAACGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTG
GGTAACCTGCCCTTGAAGTAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAACCAA
AACCACATGGTTTTGGTTTAAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTAGGATGGACCCGCGGCGTATTA
GCTTGTTGGTAAGGTAATGGCCTACCAAGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGC
CACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATG
GACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTG
TTGGAGAAGAACAGGTGTCAGAGTAACTGTTGACATCTTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGG
CTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGT
ARAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAGGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCAT
CGGAAACCAGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCG
TAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCG
AAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTARAACGATGAGTGCTAAG
TGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGA
CCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAT
TCGATGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAACCTAAGAGATTAGGCGTTC
CCTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA
AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAGCAAGACT
GCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCT
ACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAAACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAA
GCCGTTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGTG
GATCAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACAC

Figura 5. Fragmento de 1397 bases correspondiente al gel 16S del rDNA de bacte-

rias acido-lacticas de kefir de Texcoco, México obtenido con los iniciadores univer-

sales 8 Forward 5'-
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AY687382.S.thermophilus

D865171.casei

- D16551.L.casei.subsp.casei

EU194349 [ brevis

X76327L.sanfranciscensis

AY026750.L.parakefiri

AY363303.L.kefiri

LK

EU394679 L reuteri

AB007908.L.delbrueckii

— AY050171.L.delbrueckii.subsp.bul

AY050173.L.delbrueckii.subsp.lac

ABO08207.L.delbrueckii.subsp.del

ABO08203.L.acidophilus

ABO08210.L.helveticus
0.1

Figura 6. Relacion filogenética de algunas especies de

Lactobacillus spp., obtenidas del Genbank con cepas del pre-
sente estudio.

5]; [21, 22, 20, 14 y 26]; [18 y 19] con poca variacion
genomica; los otros tres grupos independientes
entre si estuvieron representados por los aisla-

mientos 6, 9y 10, respectivamente.

* Las 20 cepas de BAL se identificaron como
Lactobacillus kefiri, al comparar las secuencias del

gen 16S del rADN.
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