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RESUMEN 

 

 

Las bacterias ácido lácticas (BAL) son muy valoradas debido a sus aplicaciones en 

tecnología de alimentos por coferir características sensoriales como sabor, aroma y textura; y 

además, es ampliamente documentado que pueden ejercer efectos benéficos a la salud. Una de las 

principales fuentes de aislamiento de las BAL son los quesos artesanales como los quesos genuinos 

mexicanos, tal es el caso de los quesos Fresco y Cocido de Sonora, que son considerados como 

quesos frescos por no incluir a la maduración en su proceso de manufactura. Por otro lado, las 

capacidades de las BAL pueden verse afectadas por distintos factores como el ataque de 

bacteriófagos, los cuales son capaces de matarlas o afectarlas a nivel genético pudiendo 

comprometer su desempeño como cultivos lácticos. Afortunadamente, algunas BAL pueden poseer 

el sistema CRISPR-Cas que es uno de los mecanismos más robustos que les permite generar y 

heredar la resistencia contra fagos. Por todo lo anterior, el objetivo de este trabajo fue determinar 

la presencia y actividad del sistema CRISPR-Cas como mecanismo de defensa contra bacteriófagos 

en BAL de interés tecnológico, aisladas de queso fresco. Para ello, se llevó a cabo una 

caracterización fisicocoquímica y microbiológica del queso fresco artesanal de acuerdo a 

metodologías estándar y se aplicó secuenciación masiva para caracterizar la microbiota bacteriana 

con la finalidad de encontrar las BAL representativas de este tipo de productos. Con base en ello, 

mediante análisis bioinformático se estudió el sistema CRISPR-Cas de cepas específicas, 

seleccionadas por sus capacidades tecnológicas demostradas. Los resultados fisicoquímicos y 

microbiológicos mostraron una alta variabilidad composicional y presencia de diversos grupos 

bacterianos, lo cual evidencia la falta de estadarización de procesos y de aplicación de buenas 

prácticas de manufactura. Los géneros de BAL más representativos fueron Lactococcus, 

Streptococcus, Lactobacillus y Leuconostoc. El análisis de los genomas de dos cepas de 

Limosilactobacillus fermentum evidenció que estas poseen dos locus CRISPR-Cas cada una (tipos 

I-E y II-A), que poseen todos los elementos necesarios para su funcionamiento. Asimismo, el 

análisis de los espaciadores CRISPR-Cas permitió determinar que la mayoría corresponden a 

bacteriófagos específicos de Limosilactobacillus fermerntum y en menor medida a plásmidos 

bacterianos.  Por lo anterior, con el presente estudio, se logró revelar la presencia del sistema 

CRISPR-Cas en las cepas de Limosilactobacillus fermerntum seleccionadas, el cual podría utilizar 
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para generar resistencia ante la infección por fagos, manteniendo su viabiliadad para ser empleadas 

en el diseño de cultivos iniciadores con aplicaciones tecnológicas específicas. 

 

Palabras claves: Bacterias ácido lácticas, secuenciación de alto rendimiento, CRISPR-Cas, 

bacteriófagos 
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ABSTRACT 

 

 

Lactic acid bacteria (LAB) are recognized due to their applications in food technology for 

confering sensory characteristics such as flavor, aroma and texture, and by exerting beneficial 

health effects. One of the main sources of LAB isolation are artisanal products such as genuine 

Mexican cheeses, e.g. Fresco and Cocido from Sonora, which are considered fresh cheeses because 

they do not include ripening in their cheese manufacturing. On the other hand, the LAB capacities 

can be affected by different factors such as the attack of bacteriophages, which may kill them or 

affect their genetic, compromising their performance as starter cultures. Fortunately, some LAB 

may possess the CRISPR-Cas system, which is one of the most robust mechanisms that allows 

them to generate and inherit resistance against phages. Thus, the objective of this work was to 

determine the presence and activity of the CRISPR-Cas system as a defense mechanism against 

bacteriophages in BAL of technological interest, isolated from fresh cheese. For this, a 

physicochemical and microbiological characterization of the artisanal fresh cheese was carried out 

according to standard methodologies and massive sequencing was applied to characterize the 

bacterial microbiota in order to find the BAL representative of this type of products. Based on this, 

the CRISPR-Cas system of specific strains with demonstrated technological capabilities, was 

studied by bioinformatic analysis. The physicochemical and microbiological results showed a wide 

variability, revealing the lack of standardized processes and application of good manufacturing 

practices. The most representative BAL genera were Lactococcus, Streptococcus, Lactobacillus 

and Leuconostoc. The analysis of the genomes of two strains of Limosilactobacillus fermentum 

showed that they possess two CRISPR-Cas loci each (types I-E and II-A), which accomplish the 

necessary elements for their operation. Likewise, the analysis of the CRISPR-Cas spacers allowed 

to determine that correspond to specific bacteriophages of Limosilactobacillus fermerntum and 

bacterial plasmids. Therefore, the present study revealed the presence of the CRISPR-Cas system 

in the selected Limosilactobacillus fermerntum strains, which could confer them resistance against 

to a phage infection, maintaining their viability to be used in the starter cultures design with specific 

technological applications. 

 

Key words:  Lactic acid bacteria, high throughput sequencing, CRISPR-Cas, bacteriophage 
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1. SINOPSIS 

 

 

1.1. Justificación  

 

 

Las bacterias ácido lácticas (BAL) son un grupo de microorganismos perteneciente a diferentes 

rangos taxonómicos, las cuales son generalmente reconocidas como seguras y tienen diversas 

aplicaciones tecnológicas en la industria de alimentos. La principal cualidad de las BAL es su 

capacidad de generación de ácido láctico mediante procesos fermentativos, a partir de los 

carbohidratos de la leche (Parente et al., 2016). Las BAL, además de conferir características 

sensoriales deseables en alimentos como sabor, aroma y textura, pueden generar beneficios a la 

salud por su capacidad probiótica, así como la producción de compuestos antimicrobianos y 

péptidos con capacidad antihipertensiva, inmunomoduladora y antioxidante, entre otras. Estas 

cualidades son generalmente cepa-dependiente, lo que implica que cepas pertenecientes a la misma 

especie pueden tener diferentes capacidades (Colombo et al., 2020). Esto favorece el incremento 

de estudios a cepas específicas de BAL, las cuales llegan a ser muy valiosas cuando poseen 

múltiples capacidades, útiles para el diseño de alimentos funcionales.  

Algunos estudios se han enfocado en la búsqueda de cepas de BAL nativas aisladas de diferentes 

nichos ecológicos, como lo son los quesos artesanales (Gutiérrez-Méndez et al., 2008; Heredia-

Castro et al., 2015). En México, los quesos artesanales son tradicionalmente elaborados a partir de 

leche cruda mediante procesos no estandarizados, por lo cual son una fuente importante de BAL 

(González-Córdova et al., 2016). Por ello, diferentes grupos de investigación se han enfocado en 

la caracterización de la microbiota nativa de los quesos artesanales, lo cual puede contribuir a 

detectar aspectos importantes de su calidad sanitaria y además conocer los grupos de BAL 

potencialmente aislables a partir de estos productos. Particularmente en Sonora, México, se conoce 

que se elaboran principalmente cuatro tipos de quesos artesanales que son el Fresco, Cocido,  

Quesadilla y el de Zarzo que también es conocido como Oreado (Hernández, 2012; Ochoa, 2016). 

Todos ellos considerados como quesos frescos por no incluir un periodo de maduración en sus 

procesos de manufactura. Dentro de este grupo, los quesos Fresco y Cocido son los más populares, 

ya que son los más altamente comercializados y consumidos en todo el estado. En el Laboratorio 
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de Química y Biotecnología de Productos Lácteos del Centro de Investigación en Alimentación y 

Desarrollo, A. C. (CIAD) de Hermosillo, Sonora, se han estudiado diversos quesos artesanales 

mexicanos y BAL específicas aisladas de estos productos.  Es importante mencionar que hasta el 

momento, a diferencia del queso Cocido, no se ha reportado la caracterización fisicoquímica y 

microbiológica del queso Fresco artesanal de Sonora, lo cual es necesario para poder exponer los 

grupos de BAL nativas que pudieran representar una gran oportunidad de importancia tecnológica 

y científica.  

Hoy en día, la secuenciación de alto rendimiento es una de las herramientas más robustas para el 

análisis de la microbiota en cualquier muestra. Así, el estudio de microbiota mediate esta técnica 

puede permitir conocer la identidad de todos los entes biológicos presentes en el queso mediante 

un análisis metagenómico. También puede dirigirse a grupos específicos de microorganismos como 

las BAL mediante la secuenciación del gen 16S (Mayo et al., 2021). Por lo cual, esta técnica resulta, 

actualmente, la mejor opción para el estudio de la microbiota de quesos artesanales.  

Por otro lado, estudios específicos se enfocan en dilucidar las diferentes capacidades de las 

bacterias para determinar sus posibles aplicaciones tecnológicas, las cuales pueden verse afectadas 

por factores determinantes, como es el caso de los bacteriófagos, que son los virus que infectan a 

las bacterias y afectan su viabilidad y funcionalidad (Neve et al., 1992; Quiberoni, 2011; Pujato et 

al., 2018). Por lo tanto, la presencia de estos fagos, representan un grave problema en los procesos 

de elaboración de alimentos cuando se emplean cultivos microbianos como ingredientes para su 

elaboración, como en el caso de los quesos. Estos virus son capaces de lisar a las BAL, matándolas 

y afectando el rendimiento del proceso o incluso generando la pérdida de lotes enteros de 

producción, lo cual se refleja en pérdidas que puede ascender a altas pérdidas económicas 

proporcionales al nivel de producción de cada empresa o inclusive llevar a la pérdida de lotes 

enteros de producción (Briggiler-Marcó y Mercanti, 2021). Lo anterior es particularmente 

preocupante considerando que estos virus son muy difíciles de eliminar, ya que son ubicuos e 

inclusive algunos pueden resistir procesos térmicos intensos como la pasteurización (Clokie et al., 

2011; Pujato et al., 2018). 

Por lo anterior, una de las alternivas es el empleo de bacterias que posean mecanismos de 

resistencia contra bacteriófagos y uno de ellos es el sistema CRISPR-Cas, que se ha reportado ser 

uno de los sistemas más robustos que permite la generación de resistencia específica contra los 

bacteriófagos y otros agentes genéticos móviles, que intenten infectar o entrar a la célula bacteriana 
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y que además genera una respuesta rápida ante un intento subsecuente de infección (Barrangou, 

2007). Adicionalmente, el sistema CRISPR-Cas permite la “vacunación” de las BAL que lo poseen, 

es decir se pueden seleccionar el grupo de agentes genéticos, como fagos específicos, ante los 

cuales se necesita que la cepa adquiera resistencia (Dupuis et al., 2015). Asimismo, esta posibilidad 

de interactuar con el sistema CRISPR-Cas de la bacteria, ha ido más allá y ha permitido reutilizar 

estos sistemas para que la bacteria modifique a conveniencia su propio genoma (Crawley et al., 

2018). Lo cual, abre la puerta al mejoramiento de estas cepas, por ejemplo, a través de la 

eliminación de genes indeseados, usando el propio mecanismo bacteriano para dicho fin.  

Sin embargo, no todas las BAL poseen el sistema CRISPR-Cas y no todas las que lo poseen lo 

presentan activo, incluso pueden encontrarse diferencias entre bacterias pertenecientes a la misma 

especie (Mills et al., 2010). Por lo tanto, es importate buscar y seleccionar a las BAL de importancia 

tecnológica que posean el sistema CRISPR-Cas. Un paso fundamental en el estudio de este sistema 

y de las BAL en general, es la secuenciación de su genoma completo, el cual se realiza actualmente 

mediante secuenciación de alto rendimiento (Roberts y Barrangou, 2020). La información 

genómica obtenida debe ser analizada mediante programas bioinformáticos especializados para la 

búsqueda y caracterización de los elementos del sistema CRISPR-Cas, de manera que se establezca 

su potencial participación en la defensa contra bacteriófagos en las cepas de estudio (Zhang et al., 

2020).   

 

 

1.2. Antecentes  

 

 

1.2.1. Quesería Artesanal en México 

 

 

Los quesos artesanales mexicanos son alimentos altamente consumidos en Méxcico, siendo más 

famosos y deseados por los consumidores que cualquier queso elaborado de manera industrial 

(González-Córdova et al., 2016). De esta manera, la producción de quesos genuinos mexicanos es 

comparable con la generada por la industria del sector lácteo, lo que demuestra contundentemente 

la gran relevancia económica de la quesería artesanal mexicana (Pomeón y Cervantes, 2008; FIRA, 
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2015). Los factores constantes en sus procesos de elaboración son la baja o nula presencia de 

aditivos así como el empleo de leche cruda, la cual es la principal fuente de microorganismos que 

proliferan en la leche y el queso, generando un proceso de fermentación que tiene como 

consecuencia la degradación de los componentes de la cuajada durante el proceso de elaboración 

del queso (Montel et al., 2014). La manufactura de estos quesos se ha adaptado a las condiciones 

tecnológicas, culturales y económicas regionales, en donde forman parte importante de la historia 

y cultura gastronómica que los vuelve un ingrediente esencial en platillos típicos mexicanos 

(González-Córdova et al., 2016).  

En México se han reportado más de 40 diferentes tipos de quesos artesanales genuinos, los cuales, 

en su mayoría, están registrados en compendios de quesos elaborados por Van Hekken et al., 2003, 

Villegas, (2014) y González-Córdova, et al. (2016). Donde además se destacan sus procesos de 

elaboración típicos, historia y regiones de origen, e incluso se mencionan algunos de los principales 

grupos de bacterias que les proveen de sus tan apreciadas características que los tipifican.  

Diversas investigaciones enfocadas en la caracterización de los procesos de elaboración de los 

quesos artesanales mexicanos (De Oca-Flores et al., 2009; Heredia, 2012; Cuevas-González et al., 

2017; Aldrete-Tapia et al., 2018) que conllevan el análisis de las diferentes etapas de elaboración, 

tales como la leche, el suero lixiviado de la cuajada, la cuajada, el queso como producto e incluso 

los cambios que puedan darse durante su periodo de almacenamiento en el anaquel, siendo la 

composición fisicoquímica y microbiológica los parámetros básicos considerados en su 

caracterización (Heredia, 2011; Rangel, 2011; Tunick et al., 2012; Cuevas-González et al., 2017; 

Valenzuela, 2018; De la Rosa-Alcaraz et al., 2020).   

Dichos estudios han sentado las bases para su permanencia y comercialización en mayor escala, 

así como determinar la seguridad de su consumo y detectar las posibles oportunidades de mejora 

(Cervantes, 2008; González-Córdova et al., 2016). Además, estos estudios pueden ayudar a superar 

problemas que les imposibiliten la obtención de figuras jurídicas de protección en su 

comercialización como el logro de una denominaciones de origen (DO) o una marca colectiva 

como es el caso del Cotja región de origen, los quesos Bola de Ocosingo y Crema de Chiapas y el 

queso Poro de Balancán (Agudelo-López et al., 2021). En todo caso, para lograr estos objetivos se 

necesita también del esfuerzo y organización por parte de los productores de queso para intentar 

estandarizar sus procesos incluyendo un programa de implementación de buenas prácticas de 

manufactura (Cuevas-González et al., 2017). 
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1.2.2. Quesos Artesanales de Sonora 

 

 

El territorio de Sonora está compuesto principalmete por desiertos semiáridos y praderas, los cuáles 

son atravesados por la sierra madre occidental, cuyo clima predominante suele ser muy extremo, 

llegando a presentar temperaturas mínimas de 0°C en las zonas de la sierra y de hasta 50 °C en 

gran parte del estado, como es el caso de Hermosillo, que es la capital de la entidad con uno de los 

principales centros de comercialización de los quesos artesanales (Martínez-Yrízar, 2009). Se ha 

reportado que las características del ecosistema de las zonas de producción de los quesos 

artesanales afectan considerablemente la microbiota, las características de la materia prima y por 

consiguiente sus características que los tipifican (Villegas y Cervantes, 2011; Van Reckem, et al., 

2019).   

La quesería artesanal en Sonora es una actividad de gran relevancia en la zona centro del estado, 

destacando los municipios de Ures, Ímuris, Rayón y Mazatán, tanto que este últmo cuenta con una 

estatua a familia productora de queso en la entrada de la población como representación de la 

importancia que tiene dicha actividad económica en la región (Heredia, 2011; Hernández, 2012; 

Cuevas-González et al., 2017). Estas regiones corresponden a una gran concentración de queserías 

artesanales de facto, que comparten un origen, tradiciones, su saber-hacer quesero, un perfil 

sociodemográfico así como algunos rasgos similares de su ecosistema el cual corresponde a la zona 

de transición de la zona entre la Sierra Madre Occidental y la costa sonorense (Hernández, 2012; 

Villaseñor, 2016). 

La producción de queso artesanal en Sonora se realiza principalmente por unidades rurales 

familiares y se calcula que el 58% de la leche de Sonora se destina para la producción de queso. A 

la fecha, no se cuenta con una estimación precisa actualizada de producción de queso artesanal en 

Sonora debido a la presencia de diversas micro empresas artesanales que no se encuentran 

oficialmente registradas; sin embargo, se reporta que en el 2012 se produjeron 3 millones de kilos 

de queso artesanal (Hernández et al., 2012; Villaseñor, 2016). La distribución de estos quesos se 

maneja en venta directa en las propias viviendas de los queseros, en las tiendas de abarrotes y 

mercados locales de la misma región o de las ciudades de Obregón y Hermosillo, principalmente 

(Ochoa, 2016; Villaseñor, 2016).  

Los quesos artesanales más representativos de Sonora son el Fresco, el Cocido, Quesadilla de 

Imuris (también llamado tortilla) y el queso de Zarzo (también llamado Oreado), los cuales son 
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cosiderados como quesos frescos al no contar con un periodo de maduración en su proceso de 

elaboración. De estos cuatro, los más populares son el queso Fresco y el Cocido, los cuales están 

fuertemente vinculados a la gastronomía del estado formando parte de platillos como el caldo de 

queso, las quesadillas, acompañando la carne asada, enchiladas tostadas, chimichangas, entre otros 

(Hernández, 2012; Villaseñor, 2016; Ochoa, 2016). 

Una particularidad muy importante del queso Fresco de Sonora es que lleva un proceso básico 

artesanal que resulta en una cuajada salada y desuerada elaborada a base de leche cruda de ganado 

destinado para la producción de carne, cuya crianza se lleva a cobo en un ambiente muy árido, el 

cual es un factor determinante sobre la composición de la leche y, en consecuencia, influye en gran 

medida sobre las características típicas del producto (Hernández, 2012; Villaseñor, 2016). Por su 

parte, el queso Cocido también goza con gran aceptación entre los consumidores del noroeste de 

México y también es considerado un queso fresco por no contar con un proceso de maduración; 

sin embargo, también se clasifica como un queso de pasta cocida al incluir la aplicación de un 

tratamiento térmico a la cuajada. Además, la composición de este producto permite considerarlo 

como un queso de cuajada semidura-blanda, y de textura lisa tipo filata que tiene la propiedad de 

fundirse cuando se calienta. Sobre su proceso de elaboracón de menara artesanal no se emplea 

leche pasteurizada y su acidificación se realiza adicionando suero fermentado y a su vez, la proteína 

es precipitada con la ayuda de la adición de cuajo natural y/o comercial. Asímismo, existe 

información que evidencia la comercialización del queso Cocido elaborado a partir de leche 

pasteurizada y con procesos semitecnificados que incluyen la adición de cultivos microbianos y el 

empleo de ácido cítrico como agente acidificante (Heredia, 2011).  

 

 

1.2.3. Caracterización de la Microbiota Bacteriana en Quesos Artesanales 

 

 

La caracterización de microorganismos cosiste en buscar patrones metabólicos o genéticos que son 

únicos en los organismos de estudio y los relacionan o diferencian de otros. Actualmente, estos 

análisis son realizados mediante técnicas dependientes e independientes de cultivo, y especialmente 

una mezcla de ambos, lo cual permite una mejor caracterización de las problaciones microbianas 

(Gonçalves, et al., 2017; Perin et al., 2017). 

Las técnicas dependientes requieren del conocimiento de los factores de crecimiento que permiten 
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propagar y aislar los microorganismos de interés, lo que impide aislar aquellos que se encuentran 

fisiológicamente viables de cuales no se conocen sus características necesarias para su aislamiento 

(Kumar y Ghosh, 2019). Actualmente, el análisis de la microbiota de quesos mediante técnicas 

dependientes de cultivo se enfoca principalmente en el análisis de la calidad microbiológica 

(Cuevas-González et al., 2017), así como para el aislamiento e identificación de cepas de interés 

tecnológico, principalmente BAL (Gutiérrez -Méndez et al., 2010; Renye et al., 2011; Heredia-

Castro et al., 2015). Anteriormente, se identificaban las cepas aisladas mediante su patrón de 

fermentación de carbohidatos (Torres-Llanez et al., 2006), después se solian identificar mediante 

cebadores específicos para género y especie (Gutiérrez-Méndez et al., 2010) y desde hace unos 

años a la fecha se identifican, principalmente, mediante secuenciación de Sanger (Renye et al., 

2011; Heredia-Castro et al., 2015).  

Las técnicas independientes de cultivo permiten analizar la microbiota de los quesos sin la 

necesidad de aislar a los microorganismos, por lo cual ofrecen un panorama mucho más amplio de 

su población microbiana que las técnicas dependientes de cultivo. Estas técnicas tienen como la 

fundamento la amplificación de regiones específicas de ADN mediante la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR), la cual ha sido acoplada a una gran diversidad de técnicas de análisis del 

producto PCR. Algunas de estas técnicas son la electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante 

(DGGE) (Rangel, 2012; De la Rosa, 2013; Ortíz, 2014), PCR en tiempo real cuantitativa (qPCR), 

el análisis de polimorfismos conformacionales en una cadena sencilla (SSCP) y la secuenciación 

de alto rendimiento (HTS), siendo esta última la más importante para este tipo de estudios en la 

actualidad. Mediante las técnicas antes mencionadas se han identificado los géneros representativos 

de la microbiota de diferentes quesos artesanales en el mundo (Mayo et al., 2021).  

La HTS puede utilizarse para identificar a todas las comunidades microobianas en las muestras, 

mediante el análisis metagenómico, con el cual se secuencia todo el material genético presente en 

las muestras analizadas (Escobar-Zepeda et al., 2016). Estos estudios son conocidos como análisis 

metagenómicos o de escopeta que en México han sido utilizados para el análisis el queso Cotija 

(Escobar-Zepeda et al., 2016). Por otra parte, la HTS también puede dirigirse a grupos específicos 

de microorganismos como levaduras o bacterias, lo cual se logra amplificando mediante PCR sus 

genes marcadores, como 16S o 18S, respectivamente. Estos estudios se conocen como análisis 

metagenómicos dirigidos. Los análisis metagenómicos dirigios al gen 16S para la identificación de 

la microbiota  

bacteriana son algunos de los estudios actuales mayormente encontrados en la literatura (Mayo et 
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al., 2021). Algunos quesos artesanales mexicanos analizados mediante esta tércnica son el queso 

Poro de Balancan (Aldrete-Tapia et al., 2014), Bola de Ocosingo (Aldrete-Tapia et al., 2018), entre 

otros (Murugesan et al., 2018). 

Algunas de las plataformas de HTS que se ha utilizado son: Ion Torrent de ThermoFisher en la que 

se realiza la secuenciación la mediante la detección de protones liberados durante el proceso de 

polimerización del ADN, Roche 454 GS de Roche, que usa la pirosecuenciación mediante la cual 

se determina la secuencia ADN a través de la detección del pirofosfato liberado durante la síntesis 

del ADN, e  Illumina que emplea la detección de nucléotidos marcados cuando son incorporados a 

una nueva cadena de ADN de la muestra. Las plataformas de Illumina son una de las más 

extendidas actualmente en la HTS en el mundo (Cao et al., 2017; Mayo et al., 2021).  

El análisis de la microbiota bacteriana de los quesos artesanales es útil para determinar la calidad 

sanitaria de los productos, lo cual puede servir como referencia para instar al reforzamiento de 

buenas prácticas de manufactura. Asimismo, es posible estudiar la dinámica poblacional bacteriana 

durante las diferentes etapas del proceso de elaboración del queso, permitiendo establecer posibles 

asociaciones con taxones microbianos específicos en cada etapa. También, contribuye a la 

identificación de bacterias de interés tecnológico que puedan ser potenciales cultivos lácticos para 

la estandarización de procesos de quesos artesanales (Cuevas-González et al., 2017).  

Particularmente, los quesos Fresco y Cocido de Sonora presentan características en común; por 

ejemplo, son tradicionalmente elaborados a partir de leche cruda, no cuentan con estandarización 

de sus procesos, no aplican buenas prácticas de manufactura y presentan una alta humedad. Todo 

ello, los vuelven productos muy susceptibles de contaminación por microorganismos, dentro de los 

cuales podemos encontrar poblaciones microbianas como las BAL que le imparten características 

deseables (Torres-Llanez et al., 2006; Renye et al., 2008).  

A diferencia del queso Fresco de Sonora, el queso Cocido ha sido materia de estudio en divesas 

investigaciones que incluyen capacidades específicas de sus poblaciones bacterianas, 

encontrándose resultados importantes por su potencial probiótico y producción de compuestos con 

actividades antioxidantes, antimicrobianas, inmunomoduladora y responsables del sabor y aroma, 

entre otros (Reyes-Diaz et al., 2018; Santiago-Lopez et al., 2018a; Santiago-Lopez et al., 2018b 

Heredia-Castro et al., 2015; 2021). Todo lo anteriormente mencionado, hacen que estos quesos 

sean productos de gran interés de científico para la caracterización de su microbiota nativa. 
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1.2.4. Aplicaciones de Bacterias Ácido Lácticas Aisladas de Quesos Artesanales 

 

 

Las BAL son microorganismos unicelulares procariotas caracterizadas como grampositivas, ácido 

tolerantes, su morfología puede ser de cocos, bacilos o de bacilos bifurcados y no son esporulantes. 

Son un grupo de microorganismos pertenecientes a diferentes géneros y especies de gran interés 

tecnológico en la industria de alimentos (Pfeiler y Klaenhammer 2007). Estas bacterias suelen ser 

benéficas para la salud del humano por lo cual han sido categorizadas como generalmente 

reconocidas como seguras (GRAS, por sus siglas en inglés, aunque sus beneficios atribuibles 

deben ser comprobados, ya que estos son cepa dependiente (Colombo et al., 2020).  

Las BAL son frecuentemente asociadas a los productos lácteos, no obstante, pueden ser 

encontrados en otras fuentes, tales como carnes y vegetales fermentados, así como mucosas 

humanas. La principal característica por la cual son conocidas las BAL es su capacidad de generar 

ácido láctico mediante la fermentación, con lo cual, en algunos casos otorgan características 

deseables en los alimentos. Además, la disminución de pH, derivada de la producción de ácido, 

puede generar un efecto antagónico contra microorganismos patógenos en los alimentos (Parente 

et al., 2017). La materia prima y el tipo de proceso de elaboración tienen fuerte influencia en las 

características sensoriales (Bonanno et al., 2013). Sin embargo, la interacción entre las BAL y los 

componentes de la leche en la elaboración de productos lácteos es un factor preponderante en la 

generación de las características sensoriales deseables del producto (Burgain et al., 2014). Sin 

embargo, esto es solo una de sus múltiples aplicaciones en la elaboración de diferentes alimentos, 

así como en el diseño de nuevos alimentos funcionales benéficos a la salud.  

El Laboratorio de Química y Biotecnología de Productos Lácteos del Centro de Investigación en 

Alimentación y Desarrollo, A. C. (CIAD) tiene un cepario de BAL aisladas de quesos artesanales 

mexicanos, tales como el queso Poro de Tabasco, Crema de Chiapas y Cocido de Sonora.  

Actualmente, se han hecho grandes avances científicos en la selección de BAL aisladas de quesos 

artesanales mexicanos con la finalidad de determinar su potencial uso como cultivos iniciadores 

(Torres-Llanez et al., 2006), su capacidad de generar aromas deseables (Gutiérrez-Méndez et al., 

2008; Reyes-Diaz et al., 2020), generación de compuestos antimicrobianos (Heredia-Castro et al., 

2015). Incluso la caracterización de estas BAL se ha llevado hasta el estudio de su efecto probiótico 

e inmunomodulador (Reyez-Díaz et al., 2018; Santiago-López et al., 2018a; Santiago-López et al., 

2018b). Adicionalmente, se ha estudiado el efecto postbiótico de diferentes BAL, los cuales han 
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demostrado que se pueden obtener beneficios de las BAL incluso después de su lisis, debido al 

contenido intracelular (Vallejo-Córdova et al., 2020). Dentro de estas cepas, las que tienen mayor 

cantidad de estudios que respaldan sus capacidades son las aisladas del queso Cocido. Todos estos 

estudios remarcan la importancia de las BAL aisladas de quesos artesanales y enmarca a estos 

productos como una fuente invaluable de este tipo de microorganismos. 

Las cepas de Limosillactobacillus fermentum J20 y J28, que son parte de las cepas aisladas de 

queso Cocido artesanal de Sonora por Heredia-Castro et al. (2015), han mostrado capacidades 

como potencial probióticas, productoras de ácido gamma amino butírico y por producir péptidos 

con actividad antimicrobiana e inmunomoduladora (Reyes-Díaz et al., 2018; Santiago-López et 

al., 2018a; Santiago-López et al., 2018b; Santos-Espinosa et al., 2020),  por lo que presentan un 

alto potencial para su uso como cultivos lácticos que ejercen efectos benéficos a la salud, así como 

para futuras investigaciones científicas que develen nuevas potenciales aplicaciones. Sin embargo, 

la mayoría de sus aplicaciones requieren que estas cepas se encuentren viables, ya que su utilidad 

radica en sus capacidades metabólicas y fisiológicas (Pfeiler y Klaenhammer 2007) 

 

 

1.2.5. Generalidade de bacteriófagos de BAL 

 

 

Los factores que afecten la viabilidad de las BAL deben ser extensamente estudiados para evitar 

problemas en su desempeño en elaboración de alimentos, lo cual podría repercutir en cuantiosas 

pérdidas a nivel industrial. Una manera de explicar este problema es, por ejemplo, su aplicación 

como probióticos en donde dicha capacidad está en función de la concentración bacteriana 

suministrada. Asimismo, como cultivos lácticos, en donde su proliferación en la leche favorece la 

generación de ácidez, una reducción en su población podría realentizar los procesos de elaboración 

de productos lácteos. Algunos de esos factores son antibióticos o sanitizantes presentes en la 

materia prima, el antagonismo con otras bacterias, el sistema lactoperoxidasa y los leucocitos 

(Jeantet, 2016). Por otro lado, está ampliamente demostrado que uno de los principales factores 

que afecta la viabilidad de las BAL es la presencia de bacteriófagos, también conocidos como 

fagos. Son entes biológicos capaces de multiplicarse en las bacterias lisándolas en el proceso, lo 

que puede llevar a una severa disminución de la población de BAL afectando el proceso en donde 

sean utilizadas (Murphy, 2017).  
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Los fagos, son los virus que infectan a las bacterias y a diferencia de cualquier microorganismo no 

poseen organelos, ni la capacidad de reproducirse por sí mismos. Hasta donde se tiene 

conocimiento, son las entidades biológicas más abundantes en nuestro planeta superando a las 

bacterias en una proporción que se estima de 10 a 1 (Clokie et al., 2011; Pujato et al., 2018). 

Contienen ácidos nucleicos, generalmente ADN de doble cadena, que se encuentra protegido por 

una capa de proteínas y en algunos casos, también con una capa de lípidos (Quiberoni, 2011). No 

son capaces de reproducirse por sí mismos, por ello, utilizan la maquinaria celular bacteriana para 

llevar a cabo este proceso, lo que termina con la destrucción de la bacteria o la alteración de su 

estabilidad genética (Murphy, 2017).   

Las cepas en donde se reproducen los fagos son llamadas hospedadoras, mientras que, en este 

contexto, el fago suele llamarse hospedero (Pujato et al., 2018). De esta manera, las cepas 

hospededoras de un fago son conocidas a su vez como cepas sensibles, en referencia a la 

susceptibilidad de ser infectadas. El rango de cepas que un fago puede infectar o rango de 

hospederos suele ser muy específico, restringiéndose a integrantes de un mismo género, especie o 

incluso a nivel de cepa (Capra et al., 2006; Kutter, 2009). Por otro lado, muchos fagos son 

dependientes de iones monovalentes o divalentes para llevar a cabo del proceso infectivo, dichos 

iones son obtenidos a partir Calcio+2 o Magnesio+1 del medio (Mahony et al., 2015).  

El Comité Internacional de Taxonomía de Virus (ICTV, por sus siglas en inglés) considera que 

todos los fagos de las BAL son fagos con cola y miembros del orden de los Caudovirales. Este tipo 

de virus tienen una cola que utilizan para reconocer al hospedero e introducir su material genético 

solo en aquellos con los cuales la cola pueda interactuar, generalmente con receptores de la 

superficie celular. Los fagos son entes biológicos considerablemente más pequeños que las 

bacterias, con genomas de un tamaño entre las 30,000 a las 200, 000 pb aproximadamente y su 

genoma puede ser circular, linear o permutable entre ambas formas. Los géneros más relacionados 

con las BAL son los pertenecientes a las familias Podoviridae, Myoviridae y Siphoviridae 

(Murphy, 2017; Pujato et al., 2018).  

La capacidad de los fagos para destruir bacterias, aunado a su alta especificidad, ha permitido 

utilizarlos como antimicrobianos naturales en los alimentos, para la destrucción de bacterias 

patógenas que comprometen la calidad sanitaria del producto (Sillankorva et al., 2012). Sin 

embargo, los fagos que infectan a las BAL se consideran como el principal factor externo que 

genera problemas afectando o disminuyendo sus funciones que se reflejan en la calidad sensorial 
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de los quesos, composición final, rendimiento o producción de compuestos bioactivos (Bezerra et 

al., 2017; Murphy, 2017).   

 

 

1.2.5.1. Principales fuentes de contaminación de fagos. Las principales fuentes de contaminación 

provienen del ambiente de la fábrica, leche cruda, agua, ingredientes reciclados como suero, y 

cepas lisogénicas (Briggiler-Marcó et al., 2012; Pujato et al., 2018). La leche cruda es una 

importante y conocida fuente de fagos, donde su concentración oscila entre 101 y 104 Unidades 

Formadoras de Partículas por mililitro (UFP/mL) (Briggiler-Marco et al., 2012; Briggiler-Marco-

Mercanti, 2021). No obstante, los fagos también pueden ser encontrados en la leche pasteurizada, 

ya que soportan fácilmente este tratamiento térmico (Capra et al., 2009).  Así mismo, la 

concentración de los fagos presentes inicialmente en la leche pasteurizada puede incrementarse 

súbitamente durante el proceso de fermentación logrando concentraciones de fagos de 108 

UFP/mL. De esta manera, las fermentaciones fallidas son una fuente ideal de fagos líticos 

(Feyereisen et al., 2019) y frecuentemente se utilizan para el aislamiento, identificación y estudio 

de este tipo de fagos (Wang et al., 2010) 

Por otra parte, Kleppen et al. (2011) encontraron que los fagos que infectaban a los cultivos lácticos 

no provenían de la leche cruda necesariamente, sino de las instalaciones de la fábrica. Esto puede 

deberse a la presencia de fagos adheridos a la superficie de utensilios o cubas contaminadas o en 

el aire dentro de la fábrica de queso (Verreault et al., 2011). Asimismo, pueden ser encontradas en 

superficies como puertas, agarraderas, oficinas y pisos donde se han encontrado en concentraciones 

de 9-3. 138 genomas / cm2.  Estos hechos, generan que la carga de fagos inicial en la leche pueda 

ser superada fácilmente por la población de fagos dentro de las instalaciones (Kleppen et al., 2011).  

Los cepas en estado lisogénico son también una fuente importante de fagos, ya que continen el 

material genético del fago dentro de su genoma, el cual tiene el potencial de pasar al estado lítico 

lisando a la célula hospedera, lo que permite la propagación de las nuevas partículas víricas 

(Chibani-Chennoufi et al., 2004).  

 

 

1.2.5.2 Mecanismos de infección de los fagos. Los fagos contienen toda la información genética 

necesaria para su multiplicación, la cual deben introducir dentro de la célula bacteriana. El primer 
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paso en el proceso de infección es la unión a la superficie celular de la cepa bacteriana susceptible, 

proceso conocido como adsorción (Murphy, 2017; Pujato et al., 2018). Este proceso se realiza, en 

gran parte, mediante la interacción de receptores del fago con estructuras bacterianas, altamente 

conservadas, encontradas en la superficie celular que funcionan como receptores específicos de 

unión entre el fago y su cepa hospedera. Algunos ejemplos de estos receptores son los carbohidratos 

unidos al peptidoglicano y ácidos teicoícos. El siguiente paso en el proceso de infección es la 

inyección del material genético, la cual se realiza con ayuda de la cola del fago, que sirve para 

introducir este material a través de la pared y membrana celular hacia el citoplasma (Kortright et 

al., 2021). Una vez dentro del citoplasma, el material genético del fago puede tomar dos vías de 

infección o ciclos infectivos, conocidos como líticos y lisogénicos, que son dos vías diferentes 

mediante las cuales los fagos pueden consguir multiplicarse (Murphy, 2017). 

En el ciclo lítico, el material genético del fago utiliza la maquinaria celular para multiplicarse y así 

formar nuevas partículas víricas, las cuales lisan a la bacteria, liberándose de esta manera nuevos 

fagos al medio extracelular capaces de infectar a nuevos hospederos (Quiberoni, 2011; Murphy, 

2017). La proliferación de los fagos de BAL mediante el ciclo lítico suele ser el más preocupante 

en tecnología de alimentos, ya que la propagación exponencial de los fagos en las BAL afecta 

inmediatamente y de manera visible los procesos de elaboración al afectar su viabilidad (Quiberoni, 

2011; Pujato et al, 2018).  

Por otra parte, en el ciclo lisogénico, el material genético del fago se integra al genoma bacteriano, 

sin presentarse inmediatamente la lisis celular, y las cepas infectadas en este tipo de ciclo son 

conocidas como lisogénicas (Argov et al., 2017). Estas pueden afectar los procesos de elaboración 

de queso mediante la genetación de mutaciones en genes importantes del metabolismo bacteriano, 

lo que finalmente también afecta su desempeño. Así mismo, se ha reportado que las cepas en estado 

lisogénico pueden facilitar la HGT permitiendo que acepten genes de virulencia, lo cual puede 

comprometer la seguridad alimentaria en los procesos en donde sean utilizadas (Quib Hoai eroni, 

2011; Hoai et al., 2016). Además, los fagos en estado lisogénico pueden pasar al ciclo lítico, cuando 

la cepa hospedadora sufre algún tipo de estrés.  

 

 

1.2.5.3. Métodos para evitar la contaminación por fagos. Los fagos son muy difíciles de eliminar, 

ya que son ubicuos, es decir están en todas partes, en todos los ecosistemas y abundan en nichos 
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con mayor concentración bacteriana. Así, los procesos fermentativos son un medio ideal para la 

llegada y proliferación de fagos en cepas sensibles. Los efectos negativos de la infección de BAL 

por fagos, pueden ser controlados excluyendo a las cepas bacterianas sensibles al momento de 

elaborar cultivos iniciadores (Zinno et al., 2010; Capra et al., 2011). Sin embargo, en ocasiones 

esta actividad no es posible cuando se trata de cepas que generan compuestos deseables en el 

producto.  

Se ha intentado la destrucción de los fagos mediante el uso de altas temperaturas como la 

pasteurización, pero diversos fagos la han resistido; mientras que temperaturas de esterilización no 

son compatibles con el procesamiento de algunos productos (Murphy, 2017; Pujato et al., 2018). 

Por lo tanto, se han probados tratamientos no térmicos como las altas presiones para la disminución 

de la población de fagos en muestras de quesos y otros productos lácteos (Capra et al., 2009, 

Garneau y Moineau, 2011). También se han considerado tratamientos químicos; sin embargo, los 

fagos han demostrado adaptarse a estos (Mahony et al., 2012; Garneau y Moineau, 2011). Por 

ejemplo, medios que contienen agentes quelantes han sido utilizados para afectar la adorsión, y por 

lo tanto la propagación de los fagos (Mahony et al., 2015). Asimismo, Ledeboer, et al., (2002) 

reportaron el empleo de péptidos purificados para bloquear los receptores, de superficie celular, de 

los fagos c2, 936 and P335 de Lactococcus lactis.  

La ubicuidad de los fagos extendidos en las instalaciones de procesamiento de lácteos de cualquier 

nivel de tecnificación, y su gran resistencia a los métodos convencionales, ha generado la necesidad 

de obtener cepas resistentes (Goh et al., 2011). La modificación genética es una alternativa para la 

obtención de cepas resistentes ante fagos (Verreault et al., 2011). Algunas técnicas empleadas para 

la modificación genética de BAL incluyen: tecnología ARN antisentido, sistema de suicidios 

desencadenado por fagos, sobreproducción de proteínas de fago, proteínas repetidas de anquirina 

diseñadas (DARPins) y fragmentos de anticuerpos neutralizantes (Garneau y Moineau, 2011; 

Quiberoni, 2011). Este tipo de BAL son consideradas como organismos genéticamente 

modificados (OGM), y tienen gran potencial para su empleo como cultivos iniciadores. Sin 

embargo, las legislaciones internacionales han sido muy severas impidiendo, en muchos casos, su 

empleo a nivel industrial (Mozzi y Vignolo, 2010).  

Por otra parte, algunas cepas de BAL tienen diferentes mecanismos de resistencia naturales que 

utilizan para defenderse contra fagos en sus nichos ecológicos. Los principales mecanismos de 

resistencia son la prevención de la adsorción, prevención de le entrada del ADN del fago, cortado 
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del ADN del fago y el sistema de infecciones abortivas (Labrie et al., 2010). 

La inhibición de la adsorción permite el bloqueo, modificación en la estructura tridimensional de 

los receptores o la presencia de moléculas que compitan con en estos receptores puden contribuir 

a inhibir la adsorción del fago. La prevención de le entrada del ADN del fago bloquea la inyección 

de los fagos que han logrado adsorberse en la superficie celular. Cuando el material genético logra 

entrar al citoplasma bacteriano puede tener lugar los mecanismos de cortado del ADN como el 

sistema restricción-modificación (R-M) que permite la degradación con enzimas de restricción del 

ADN no modificado por metilación, lo cual protege al ADN de la célula hospedera para impedir la 

autodegradación del material genético. En este mismo sentido, el sistema CRISPR-Cas es un 

mecanismo que permite la degradación el material genético de los agentes genéticos exógenos, 

mediante un sistema de nuclesas guiadas por ARN. Por otro lado, los mecanismos de infecciones 

abortivas son el útimo frente de defensa contra los fagos. Este tiene lugar durante el proceso de la 

generación de nuevas partículas víricas. El sistema Abi participa en la detención de la replicación 

del ADN, transcripción y traducción de los genes del fago, así como la maduración de las partículas 

víricas o la etapa de lisis. Asimismo, la actividad de este sistema generalmente conlleva la apoptosis 

de la bacteria impidiedo el ensablado de las partículas víricas formadas o la propagación de los 

virus (Labrie et al., 2010).  

Un tema muy interesante e importante en cuanto a la obtención de cepas resistentes a fagos son las 

cepas mutantes no sensibles a fagos (BIM). Las BIM se obtienen a partir de cepas que son sensibles 

a fagos, las cuales han sido enfrentadas a pruebas de reto contra fagos hasta que algunas bacterias 

mutan para obtener resistencia. Dichas mutaciones son naturales y, por lo tanto, no existen normas 

regulatorias que las prohíban (Mahony et al., 2012; Zago et al., 2017).  Estas cepas son aisladas 

mediante su selección en un medio rico en fagos para diferenciarlas de la población sensible, con 

lo cual se genera una nueva cepa, ahora con resistencia a los fagos ante los cuales se expuso. Se ha 

reportado que los mecanismos de resistencia involucrados en la generación de BIM están 

relacionados con mutaciones en los receptores de fagos, el sistema de infecciones abortivas y el 

sistema CRISPR-Cas  (Mills et al., 2007; 2010).  

Sin embargo las mutaciones en receptores puede afectar la morfología celular dificultando la 

división celular, lo que puede generar la pérdida de la resistencia adquirida (Viscardi et al., 2003), 

mientras que el sistema de infecciones abortivas a menudo puede involucrar la apoptosis celular de 

las células infectadas (Dy et al., 2014). Una situación muy diferente ocurre con el sistema CRISPR-

Cas mediante el cual las cepas adquieren resistencia sin afectar su fenotipo (Mills et al., 2007; 
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Barrangou, 2007). Por lo tanto, el estudio de este sistema resulta de gran interés científico y 

tecnológico para la obtención de cepas resistentes a fagos.  

 

 

1.2.6. Sistema CRISPR-Cas  

 

 

El sistema CRISPR-Cas es un mecanismo de defensa basado en nucleasas guiadas por ARN en 

bacterias y arqueas para defenderse de agentes genéticos móviles, como fagos y plásmidos. El 

nombre del sistema se divide en dos partes; así, CRISPR-Cas es un acrónimo en donde CRISPR 

significa repeticiones palindrómicas cortas regularmente interespaciadas, mientras que Cas hace 

referencia a complejos proteicos asociados a las CRISPR (Makarova et al., 2015). Este sistema 

permite a las BAL que lo poseen adaptarse ante los diferentes agentes genéticos móviles que 

intenten infectarla y guardar un registro de dichos ataques para defenderse en ataques posteriores. 

Por lo cual, este sistema es comúnmente comparado con el sistema inmune de los vertebrados, ya 

que la resistencia es adquirida por la previa exposición ante el agente genético invasivo, generando 

una “inmunidad” que además puede ser heredada a las subsecuentes generaciones (Wright et al., 

2016).  

Una característica muy importante de este sistema CRISPR-Cas es que es muy dinámico y está en 

constante evolución, lo cual le permite adaptarse a los distintos agentes genéticos exógenos, como 

los fagos, que tienen genomas muy heterogéneos y que mutan constantemente (Datsenko et al., 

2012). El sistema CRISPR-Cas está presente en casi el 50 % de los genomas bacterianos analizados 

(Makarova et al., 2015), mientras que en estudios comparativos entre los grupos de las BAL se 

determinó que aproxidamente el 60% de los integrantes de este grupo poseen el sistema CRISPR-

Cas (Sun et al., 2015). Sin embargo, no todas las BAL que poseen el sistema CRISPR-Cas lo tiene 

completo, pudiendo faltar los genes cas o los arreglos CRISPR y en algunos casos sistemas 

CRISPR-Cas completos parecen estar inactivos (Horvath et al., 2008).  

La región del genoma en donde se encuentran las secuencias de nucleótidos correspodientes al 

sistema CRISPR-Cas es denominado locus CRISPR. Los genomas bacterianos pueden tener más 

de un locus CRISPR dentro de su genoma, los cuales frecuetemente contienen diferentes locus que 

codfican para diferentes tipos de proteínas Cas (Barrangou, 2007; 2013).  

La principal ventaja del sistema CRISPR-Cas presente en BAL de interés industrial se debe a que 
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es posible realizar la CRISPRización o vacunación. Por lo tanto, puede elegirse el tipo de fago al 

que se desea que la bacteria adquiera resistencia inmediata y así no tenga que pasar por el proceso 

natural de adaptación (Barrangou, 2013; Horvath et al., 2009; 2013). Las aplicaciones de BAL con 

sistema CRISPR-Cas como cultivos iniciadores para la elaboración de quesos, van más allá de la 

resistencia a fagos. Algunas de estas aplicaciones son la resistencia a transferencia de plásmidos, 

elementos genéticos móviles, genes de resistencia a antibióticos, factores de genes que codifican 

virulencia, entre otras. Actualmente se han reportado cultivos iniciadores con el sistema CRISPR-

Cas para la elaboración de queso para pizza, llamado CHOOZIT SWIFT™ Dupont, este cultivo 

está compuesto por seis cepas de Streptococcus thermophilus (Barrangou y Horvath, 2012). 

CRISPR: new horizons in phage resistance and strain identification. Annual review of food science 

and technology, 3, 143-162.). De tal forma que, la mayoría de los estudios sobre el sistema 

CRISPR-Cas se han realizado a Streptococcus thermophilus por su importancia tecnológica en la 

elaboración de productos lácteos (Horvath et al., 2008; Garneau y Moineau, 2011). 

 

 

1.2.6.1. Los arreglos CRISPR. Los arreglos CRISPR, también conocidos como matriz CRISPR, 

están formados por secuencias repetidas, a menudo conservadas, las cuales están interrumpidas por 

espaciadores, generalmente de origen exógeno. La longitud de los arreglos CRISPR dependerá del 

número de repeticiones y espaciadores, los cuales generalmente se encuentran intercalados entre 

sí. De esta manera, se ha documentado que el tamaño de los arreglos CRISPR puede ser muy 

variables desde las 30 repeticiones hasta más de 500 (Barrangou et al., 2007; 2013). El arrreglo 

CRISPR cumple una función de almacenamiento de un registro de ataques previos, lo que permite 

que sistema CRISPR-Cas ejerza una respuesta rápida y robusta tras la reinfección, a diferencia de 

otros mecanismos de defensa celular, que brindan protección de amplio espectro (Wright et al., 

2016). El tamaño de los arreglos a menudo es relacionada con la actividad del sistema; de manera 

que, arreglos más largos se han asociado con una mayor actividad contra agentes genéticos 

exógenos (Horvath et al., 2008).  

Las repeticiones del arreglo CRISPR son secuencias de nucleótidos de 27 a 50 pb, siendo muy 

frecuente la longitud de 30 pb, que están separadas o alternadas con secuencias únicas, de origen 

exógeno, llamados espaciadores (Barrangou, 2013). Se ha demostrado que la secuencia de estas 

repeticiones es altamente conservada entre subtipos de sistemas CRISPR-Cas, por lo cual tienen 
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una correlación con el tipo de complejos proteicos Cas (Kunin et al., 2007). La secuencia 

parcialmente palindrómica de las repeticiones permite que sus transcritos puedan conformar una 

estructura secundaria de ARN con forma de horquilla y tallo. Dicha estructura secundaria de ARN, 

en conjunto con el transcrito del espaciador, sirven de guía de ARN para dirigir a las nucleasas Cas 

hacia su objetivo (Kunin et al., 2007; Makarova et al., 2015).  

Por otro lado, los espaciadores del arreglo CRISPR, son secuencias de nucléotidos obtenidas a 

partir del material genético de origen extracromosomal. El tamaño de los espaciadores 

regularmente es de 27 a 50 pb (Barrangou, 2013). A diferencia de las repeticiones, los espaciadores 

son únicos dentro del arreglo CRISPR, y sus principales fuentes son fagos, plásmidos, y otros 

elementos genéticos móviles. La diversidad de los espaciadores, tanto en cantidad como en 

procedencia, puede variar entre microorganismos pertenecientes a una misma especie, lo cual se 

ha atribuido al tipo de elementos genéticos móviles contra los cuales se ha enfrentado la cepa de 

estudio (Shmakov et al., 2017; 2020). Sin embargo, también se han encontrado espaciadores que 

presentan similitud con regiones dentro del genoma al que pertenece, también conocidos como 

espaciadores autodirigidos. La función de estos espaciadores se ha atribuido a posibles errores, 

pero también se ha asociado con funciones de regulación de genes (Stachler et al., 2020). 

 

 

1.2.6.2. Protoespaciadores y motivo adyacente al protoespaciador (PAM). La secuencia de 

nucléotidos de procedencia (agente génetico móvil) que corresponde al espaciador se le conoce 

como protoespaciador. Así, el protoespaciador es la región muestreada dentro del material genético 

invasor, y este fragmento pasa a denominarse espaciador una vez que a sido introducido en el 

arreglo CRISPR de la bacteria, como un registro genético de ataques previos. La secuencia de los 

protoespaciadores es la detectada por el sistema CRISPR-Cas en la etapa de interferencia (Richter 

et al., 2012; Sanozky-Dawes et al., 2015). 

El reconocimiento de los protoespaciadores en diferentes sistemas CRISPR-Cas requiere de la 

previa detección de un “motivo adyacente al protoespaciador” (PAM) (Barrangou, 2013). El 

tamaño del PAM es de aproximadamente 4 nucleótidos, variaciones en una sola base podrían 

impedir o disminuir la efectividad de la etapa de interferencia y en consecuencia la viabilidad 

celular (Crawley et al., 2018). La obtención de la secuencia PAM es indispensable para el diseño 

de estudios enfocados a comprobar la actividad del sistema CRISPR-Cas, en los cuales se utilizan 
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plásmidos que contengan secuencias sintéticas detectables por las nucleasas Cas del sistema 

CRISPR-Cas bajo estudio (Sanozky-Dawes et al., 2015).  

 

 

1.2.6.3. Proteínas asociadas al CRISPR. El funcionamiento del sistema CRISPR-Cas depende de 

la actividad de las proteínas Cas, las cuales son las encargadas de la adqusición de los nuevos 

espaciadores, procesamiento del arreglo CRISPR para formar las guías de ARN, así como el corte 

del ADN invasor (fagos, plásmidos, y otros elementos genéticos móviles) (Barrangou, 2007; 2013). 

Estas “proteínas Cas” se encuentran codificadas en los “genes cas” que han sido denominados con 

el mismo nombre según la proteína, los cuales son un grupo de genes presentes en la proximidad 

del arreglo CRISPR (Barrangou, 2007). Se ha reporatado una gran variedad de proteínas Cas, lo 

que ha permitido la clasificación de los sistemas CRISPR-Cas según el tipo de proteínas Cas que 

posea. Hasta la fecha, se han reportado seis tipos de sistemas CRISPR-Cas (I, II, III, IV, V, y VI), 

los cuales pertenecen a dos grupos principales 1 y 2.  Los tipos de sistemas CRISPR-Cas se dividen 

a su vez en diferentes subtipos; por ejemplo, el tipo I, está conformado por los subtipos I-A hasta 

I-F, mientras que el tipo II, está conformado por los subtipos II-A hasta II-C, y de esta forma, cada 

tipo se subdive en sus respectivos subtipos, como se reporta en  Makarova et al. (2015) y Makarova 

y Koonin, (2015).  

El grupo de proteínas Cas de un locus CRISPR-Cas se pueden dividir a su vez en tres grupos 

principales que son, las Cas núcleo, las Cas que definen el tipo y las que definen el subtipo de 

sistema CRISPR-Cas. Así, en primer lugar, las Cas núcleo presentes en la mayoría locus CRISPR 

son Cas1 y Cas2, codificadas por sus respectivos genes cas1 y cas2. Estas proteínas participan 

principalmente en la adquisición del material genético exógeno. Dentro de las proteínas Cas que 

definen el tipo de sistema se encuentran Cas3, Cas9 y Cas10 que definen a los sistemas CRISPR-

Cas tipo I, II y III, respectivamente. Finalmente, las proteínas que definen el subtipo son muy 

variados; así, en el caso del sistema CRISPR-Cas tipo I, el subtipo I-A es Cas8a2 y Csa5; para el 

subtipo I-B es definido por Cas8b; para el subtipo II-A es definido por Csn2; en el subtipo III-B es 

definido por Cmr5; y de esta forma existen diversas proteínas que definen a cada subtipo reportados 

en la literatura  (Makarova y Koonin, 2015). 

En algunos subtipos, como en el caso los sistemas tipo I y tipo III, varias proteínas Cas se unen 

para formar un complejo efector que interviene en el procesamiento, detección, y escisión del 
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material genético invasor. Estos son conocidos como CASCADE en el tipo I, mientras que en el 

tipo III-A y III-B son conocidos como complejos Csm and Cmr (Jore et al., 2011; Wiedenheft et 

al., 2012; Makarova et al., 2015). La variación de proteínas Cas en los diferentes subtipos tiene 

implicaciones principalmente en el procesamieto de los arreglos CRISPR y la escisión del material 

genético invasor, sin embargo, las etapas siguen siendo las mismas de la actividad del sistema. 

(Makarova et al., 2015).  

La implicación tecnológica de las proteínas Cas, para su empleo como mecanismo de defensa 

contra fagos en cepas de BAL, radica el tipo de material genético que puedan escindir, tal es el 

caso particular de los sistemas III-B que son capaces de degradar el ARN invasor, mientras que la 

mayoría de los subtipos CRISPR-Cas parece degradar ADN de cadena sencilla o de doble cadena 

(Makarova et al., 2015). Por otro lado, es importante determinar que los sistemas CRISPR-Cas se 

encuentran completos, ya que de esto dependerá su potencial actividad y aprovechamiento como 

mecanismo de defensa contra fagos (Wang et al., 2020; Pujato et al., 2021).  

 

 

1.2.6.4. Mecanismo del sistema CRISPR-Cas. El funcionamiento del sistema CRISPR-Cas consiste 

básicamente en tres pasos principales que son la adquisición o adaptación, expresión y 

procesamiento de los arreglos CRISPR, así como la interferencia o degradación del material 

genético invasor. Estos tres pasos se llevan a cabo en todos los tipos de sistemas CRISPR-Cas, pero 

presentan grandes variaciones en su mecanismo, especialmente en los pasos de expresión y 

procesamiento e interferencia (Makarova y Kooning, 2015).  

La etapa de adaptación consiste en la adquisión de los espaciadores y su introducción dentro del 

arreglo CRISPR para generar resistencia contra los fagos, u otros agentes genéticos móviles, a 

partir de los cuales se adquirieron dichos espaciadores. Las principales proteínas Cas involucradas 

en esta etapa son Cas1 y Cas2; sin embargo, se han reportado que otras proteínas pueden contribuir 

a esta labor. Asimismo, Cas1 y Cas2 podrían desempeñar otras funciones en etapas diferentes. Los 

nuevos espaciadores se introducen de manera unidireccinonal en el extremo terminal de la 

secuencia líder del arreglo CRISPR, quedando más alejados los espaciadores más antiguos. De esta 

manera, el orden de los espaciadores permite hipotetizar cuáles son los fagos más recientes contra 

los cuales se han enfrentado la bacteria (Barrangou, 2007; Abriouel el at., 2017). La adquisición 

de espaciadores sucede en escalas de tiempo relativamente cortas en medios altamente 
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contaminados por fagos (Tyson et al., 2008); por lo cual, la presencia del sistema CRISPR-Cas 

sería ideal en cepas de interés tecnológico.  

Posteriormente, en la etapa de la expresión y procesamiento, los arreglos CRISPR se transcriben 

en una secuencia larga de preCRISPR-ARN (precrARNc). El precrARNc sufre un procesamiento 

postranscripcional que permite la obtención de diversos fargmentos de CRISPR-ARN (crARN), 

uno por cada espaciador. El crARN generado está conformado por la estructura secundaria de la 

repetición junto con su espaciador adyacente. Las enzimas involucradas en esta etapa pueden ser 

diferentes entre los distintos subtipos. Por ejemplo, en algunos subtipos I, las proteínas Cas 

involucradas en el procesamiento de los arreglos CRISPR son Cas6b en el tipo IB, Cas5d en el tipo 

IC  y Cas6e (CasE, Cse3) en el tipo I-E, mientras que en en algunos sistemas tipo II, es necesaria 

Cas9, la ARNasa III del huésped para el procesamiento de pre-crRNA en crRNA maduro, así como 

un transcrito codificado en la misma hebra del ADN del locus CRISPR, el cual es conocido como 

(tracrARN) (Datsenko et al., 2012; Leon et al., 2018).  

Finalmente, en la etapa de la interferencia o degradación del material genético invasor, este proceso 

también será acorde al tipo de sistema CRISPR-Cas, al igual que el procesamiento del precrARN. 

Así, por ejemplo, en los sistemas CRISPR-Cas tipo I, CASCADE unido a un único crARN 

reconoce y se une a la secuencia blanco en el material genético invasor, con la que presente 

complementariedad. Para ello, es necesario el previo reconocimiento de una secuencia adyacente 

al PAM. Después, CASCADE recluta a Cas3, que será la encardada de realizar la escisión del 

ADN. Por otro lado, el sistema CRISPR-Cas tipo II, se forma un complejo tracrARN:crARN y 

Cas9, con lo cual esta enzima se une y degrada el ADN invasor. Al igual que el sistema CRISPR-

Cas tipo I, el reconocimiento y la escisión de este ADN depende de la previa detección de la 

secuencia PAM. Por lo tanto, la caracterización de la secuencia PAM resulta de gran interés en el 

estudio de la actividad del sistema CRISPR-Cas (Barrangou, 2013; Guan et al., 2017; Leon et al., 

2018). 

 

 

1.2.6.5.  Consideraciones en la selección de BAL con CRISPR. La caracterización del sistema 

CRISPR-Cas como mecanismo de resistencia contra fagos en cepas de BAL comienza con el 

análisis de su genoma completo para realizar la búsqueda de los elementos básicos del sistema: el 

arreglo CRISPR y sus genes cas (Roberts y Barrangou, 2020). Una de las metodologías más rápidas 
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para cumplir este propósito es el empleo de cebadores PCR específicos dirigidos a regiones 

conservadas que flanquean los locus CRISPR-Cas (Deveau et al., 2008; Petrie et al., 2020). Por 

otra parte, los análisis del genoma completo pueden proveer mayor información que los análisis 

con cebadores PCR específicos, lo cual resulta indispensable para la caracterización de los distintos 

sistemas CRISPR-Cas presentes en una misma cepa (Roberts y Barrangou, 2020).  

La información de los genomas completos de cepas puras de BAL es indispensable para 

correlacionar la presencia del sistema CRISPR-Cas con elementos genéticos móviles presentes en 

el mismo genoma (Horvath et al., 2008; Vendramin et al., 2017), lo cual podría dar indicios de su 

potencial actividad. Asimismo, dicha información es necesaria para encontrar los diferentes 

sistemas CRISPR-Cas que pueden encontrarse en un mismo genoma (Sun et al., 2015; Brandt et 

al., 2020). Además, cada sistema puede contener múltiples arreglos CRISPR, lo cual puede 

implicar una mayor resistencia y adaptabilidad a la infección por fagos (Mahony et al., 2012). Por 

lo tanto, el análisis de genomas completos parece ser uno de los análisis más frecuentes para la 

caracterización de sistemas CRISPR-Cas en cepas de BAL (Abriouel  et al., 2017; Brandt et al., 

2020; Wang et al., 2020). 

Se ha reportado una gran variedad de programas para el análisis bioinformático exhaustivo de los 

sistemas CRISPR-Cas (Zhang et al., 2020). Estos permiten una inferencia muy prescisa de los 

arreglos CRISPR, sus proteínas Cas, así como el tipo y subtipo de sistema CRISPR-Cas usando 

como archivos de entrada las secuencias de nucleótidos de genomas bacterianos. Algunos ejemplos 

de estos programas son el CRISPRDetect (Biswas et al., 2016), CRISPRFinder (Grissa et al., 2007) 

y su actualización el CRISPRCasFinder (Couvin et al., 2018), y actualmente el CRISPRTyper 

(Russel et al., 2020), que además genera una representación gráfica del sistema CRISPR-Cas. Por 

otro lado, diferentes estudios sobre la identificación de espaciadores en genomas de BAL han 

utilizado las plataformas web CRISPRTarget (Biswas et al., 2013) y BLASTn para la identificación 

de los espaciadores de sus arreglos CRISPR, para determinar la potencial actividad, así como 

conocer el registro de eventos de ataques que ha sufrido la cepa, tanto de fagos como otros agentes 

genéticos móviles.  

La confirmación de la actividad potencial del sistema CRISPR-Cas implica demostrar que las 

regiones CRISPR adquieren espaciadores en respuesta al ataque de elementos genéticos móviles, 

como los fagos y plásmidos (Mills et al., 2010). Generalmente esta demostración se realiza 

mediante pruebas de desafío o reto de las BAL contra diferentes fagos (Horvath et al., 2008).  

Actualmente, los análisis metagenómicos son una herramienta poderosa para estudiar la interacción 
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entre los fagos y las bacterias con sistema CRISPR-Cas, ya que es posible secuenciar tanto el 

genoma del huésped como del hospedero (Miller et al., 2012). Mediante estos estudios es posible 

conocer el tipo de fagos, especialmente aquellos no cultivables, presentes en el ecosistema de 

estudio. Así mismo, debido a que los CRISPR representan un registro molecular de los fagos que 

intentaron infectar a la bacteria, la información contenida en los espaciadores puede utilizarse para 

intentar armar el genoma del fago y además conocer su rango de hospederos (Sun et al., 2015). 

 

 

1.3. Hipótesis 

 

 

Bacterias ácido lácticas específicas de interés tecnológico, aisladas de queso fresco artesanal, 

poseen el sistema CRISPR-Cas, como mecanismo de defensa contra fagos. 

 

 

1.4. Objetivo General 

 

 

Determinar la presencia y actividad del sistema CRISPR-Cas como mecanismo de defensa contra 

bacteriófagos en BAL, de interés tecnológico, aisladas de quesos frescos artesanales de Sonora.  

 

 

1.5. Objetivos Específicos 

 

 

1. Conocer las principales BAL representativas de quesos frescos artesanales de Sonora mediante 

secuenciación masiva de la región V3 del gen 16S ARNr 

2. Secuenciar y caracterizar el genoma de las BAL de interés tecnológico, aisladas de queso fresco 

artesanal. 

3. Caracterización del sistema del sistema CRISPR-Cas, en los genomas secuenciados de las cepas 

de estudio, mediante el uso de herramientas bioinformáticas. 
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1.6. Sección Integradora del Trabajo 

 

 

La información de esta tesis está contenida en 2 artículos, los cuales se encuentran resumidos a 

continuación:  

 

Artículo 1.  Artisanal Fresco cheese from Sonora: physicochemical composition, microbial quality, 

and bacterial characterization by high-throughput sequencing 

En este capítulo se presenta el análisis de la composición fisicoquímica y la microbiota bacteriana 

del queso Fresco artesanal de Sonora. La composición fisicoquímica fue determinada mediante la 

metodología de AOAC, mientras que la calidad microbiológica se analizó mediante técnicas 

dependientes siguiendo la NOM (NOM)-243-SSA1-2010, principalmente. Además, la microbiota 

bacteriana se analizó por secuenciación de alto rendimiento dirigida a la región V3 del gen 16S del 

ARN ribosomal. Los resultados permitieron determinar que el queso Fresco artesanal de Sonora 

tiene un potencial importante para su estandarización, basándose en los análisis fisicoquímicos y 

micorbiológicos realizados. Se encontró que la calidad sanitaria es un factor en el cual, los 

productores de queso Fresco deben trabajar arduamente y de manera organizada para mejorar y 

estandarizar sus procesos. El análisis de la microbiota bacteriana por secuenciación de alto 

rendimiento permitó determinar que cinco géneros de BAL fueron los más predominantes en el 

queso Fresco artesanal de Sonora. Por lo tanto, consideramos que posteriores investigaciones 

podrían enfocarse en el aislamiento y estudio de estos géneros dominantes para su posible empleo 

como cultivos lácteos e investigación científica.  

 

Artíclo 2. Genomic analysis of the CRISPR-Cas system in Limosilactobacillus fermentum strains 

isolated from Mexican artisanal Cocido cheese. 

En este capítulo se presenta la caracterizaición del sistema CRISPR-Cas de Limosilactobacillus 

fermentum J23 y J28 (aisladas de queso Cocido, que es un queso fresco sonorense), mediante el 

análisis bioinformático de las secuencias de ADN de su genóma, las cuales fueron obtenidas 

mediante secuenciación masiva de alto rendimiento. El análisis bioinformático realizado permitió 

determinar que las cepas Limosilactobacillus fermentum J23 y J28 poseen dos tipos de sistema 

CRISPR-Cas, el tipo I-E y el II-A, aparentemente completos y potencialmente funcionales. De esta 
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manera, el análisis de los espaciadores CRISPR permitió determinar que, de manera general, las 

cepas bajo estudio se han enfrentado a el mismo tipo de agentes genéticos móviles, destacando los 

bacteriófagos específicos de Limosilactobacillus fermentum, lo cual es muy alentador para los fines 

del presente estudio. Además, se analizaron las estructuras secundarias y secuencias PAM que son 

la puerta a la reutilización de los sistemas CRISPR-Cas para la autoedición genética de su genoma.  
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2. ARTISANAL FRESCO CHEESE FROM SONORA: PHYSICOCHEMICAL 

COMPOSITION, MICROBIAL QUALITY, AND BACTERIAL CHARACTERIZATION 
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Abstract 

Lactic acid bacteria (LAB) are highly appreciated by the food industry due to their diverse 

technological applications, mainly for the production of dairy foods. The LAB viability is usually 

affected by bacteriophages since they use the bacterial cellular machinery to replicate their genetic 

material. In this sense, the CRISPR-Cas system is an adaptive immune system that protects bacteria 

against bacteriophages through the RNA-guided nuclease system. In previous studies, 

Limosilactobacillus fermentum strains J23 and J28, isolated from Mexican artisanal Cocido cheese 

showed important bioactivities such as potential probiotic, immunomodulatory and antimicrobial 

effects. The objective of this study was to analyze by bioinformatic methods the CRISPR-Cas 

system in J23 and J28 strains. Genomes of the study strains were sequenced by a high throughput 

sequencing analysis and by bioinformatic analyses. The presence of two CRISPR-Cas loci in each 

were determined, the I-E and type II-A systems; both specialized in the degradation of invasive 

double-stranded DNA, such as DNA phages and plasmids. Besides, the analysis of the CRISPR 

spacers allowed to know the record of previous attacks on the bacteria and interestingly, their 

sequences matched to the bacterial genome, plasmids, but mainly to those of phages. In the last 

case, such spacers showed homology with genes related to the phage tail, lysogeny, capsid, among 

others. These data suggest that strains J23 and J28 possess CRISPR-Cas systems that may 

positively operate against phages make them viable for different technological uses. 

Keywords: CRISPR-Cas, Lactic Acid Bacteria, Spacers, Phages 

1. Introduction  

Limosilactobacillus fermentum (L. fermentum) (known as Lactobacillus fermentum up to 2020 

(Zheng et al., 2020) is a Gram-positive bacteria that has a widely recognized as beneficial on human 

health supported by a large number of studies and also for food safety and preservation (Bintsis, 

2018; Naghmouchi et al., 2019). Therefore, several strains belonging to this specie have been focus 

of assessing scientific studies related to the production of bioactive compounds and specific 

technological uses evidencing new and substantial applications. In previous studies, specific strains 

of L. fermentum (J23 and J28) isolated from Mexican artisanal Cocido cheese, have demonstrated 

to being potential starter cultures for the production of fermented milk with potential probiotic and 

immunomodulatory capacities (Reyes-Díaz et al., 2018; Santiago-López et al., 2018). 

Additionally, J23 has been shown to produce bacteriocins against pathogens such as Listeria 
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monocytogenes, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium and Salmonella 

choleraesuis evidencing its high potential use for food safety and preservation (Heredia-Castro et 

al., 2015; Heredia-Castro et al., 2021).  

Nevertheless, all above applications and bioactivities may be affected because of the presence of 

bacteriophages (phages) in the environment (Briggiler-Marcó et al., 2012). These phages are 

viruses that infect bacteria and are considered their main predators because are obligated to use the 

cellular machinery with the purpose of reproduction (Koskella and Brockhurst, 2014). Phages are 

ubiquitous, it is estimated that on average there are 10 phages for each bacteria and their 

concentration may be higher in niches with high bacterial concentrations, such as fermentative 

processes. In addition, they can support pasteurization (Briggiler-Marcó et al., 2012) in a manner 

that they may be consider as a biologic opportunistic entities, difficult to eliminate completely, 

capable to modify the bacterial microbiota of any niche, attacking susceptible bacteria through an 

infection process.  

Among different defense mechanisms displayed by bacteria, the CRISPR-Cas system is one of the 

most robust mechanisms of bacteria against phages allowing to acquire adaptive immunity (Labrie 

et al., 2010). This system can be compatible with another mechanisms, such as restriction-

modification (RM), increasing the phage resistance (Dupuis et al., 2013).  Besides, CRISPR-Cas 

may also act against different mobile genetic agents (MGE), such as plasmids and transposons 

(Bikard et al., 2012; Mills et al., 2010). CRISPR-Cas is a very diverse system, even within the 

same species, which make it scientifically interesting to being explored (Koonin and Makarova, 

2019). It consists of an array of the Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats 

(CRISPR) and the CRISPR-associated proteins (Cas), where CRISPR array that contain spacer 

sequences from phages and other MGE that constitute the immunity record of previous infections, 

while Cas proteins are responsible of all the system activity, that includes acquisition, expression 

and interference of the foreign DNA (Barrangou et al., 2013).  

Currently, the whole genome sequencing by high throughput sequencing (HTS) is a useful tool to 

explore basic features of the CRISPR-Cas system, such as cas genes and the organization and 

identification of the spacers and repetitions of the CRISPR array (Roberts and Barrangou, 2020). 

Then, when the system is identified and characterized by bioinformatic analysis from the bacterial 

genome, is a valuable information of its possible adaptation as a phage infection response in the 
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process of destination. Furthermore, this information may also useful in order to carry different 

strategies to potentially activate the system against specific phages types and develop novel strains 

capable of promote an optimum performance yield of their attributed benefits. In this study, the 

genome of strains J23 and J28 was analyzed by comparative genomics with genomes of related 

bacteria. The identification of elements of the CRISPR-CAS system will allow us to know their 

potential use even in adverse environments with the presence of phages. 

2. Methods 

2.1. Obtention and propagation of L. fermentum strains  

Two strains of L. fermentum (J23 and J28), belonging to the Laboratory of Chemistry and 

Biotechnology of Dairy Products ceparium were obtained. This laboratory is located at the 

Research Center for Food and Development (CIAD), from Hermosillo, Sonora, Mexico. Both 

strains were previously isolated from Mexican artisanal Cocido cheese, identified by partial 

sequencing of the 16S rRNA gene and were stored in MRS broth (40% glycerol) at -80 °C (Heredia-

Castro et al., 2015). From these frozen pure strain cultures, two consecutive propagations were 

carried out by inoculating at 1% in Man, Rogosa, Sharpe (MRS) broth (Difcom Le Pont de Claix, 

France) and incubated in anaerobic conditions at 37 °C during 24 and 12 h, respectively. 

Subsequently, the cultures were seeded by streak plate method on MRS agar and incubated under 

the same conditions during 24 h to obtain colonies for further DNA extraction. 

2.2. Whole-genome of L. fermentum J23 and J28 strains 

2.2.1. DNA extraction, library preparation and high-throughput sequencing 

Five representative colonies from each strain were taken and diluted into the Wizard® Genomic 

DNA purification kit buffer and the extraction was performed by following the supplier’s 

procedure. The extracted DNA was resuspended in 50 uL of 10 mM Tris-HCl (pH 7.8) and the 

purity quality was determined on Nanodrop 2001 spectrophotometer (Thermofisher, CA, USA) at 

an absorbance ratio of 260/280 nm. Total DNA concentration was determined by 

spectrofluorometry with the HS dsDNA Assay kit (Thermofisher, USA, CA, OK) on a Qubit 4 

equipment (Thermofisher, USA, CA, OK). The DNA was stored at -20 °C until its use for the 

construction of DNA libraries. Then, the libraries were prepared with the Nextera DNA Flex 

Library Prep kit (Illumina, CA, USA) following the supplier’s procedure and were sequenced with 

the Illumina Miniseq Platform by using a Miniseq High Output Reagent Kit (300-cycles) with a 
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paired-end 150 cycle and the resulting raw DNA reads sequences, forward (R1) and reverse (R2), 

were obtained in fastq format. 

2.2.2. De novo genome assembly, annotation and phylogenomic analyses 

The quality of the raw reads was determined with the FastQC v 0.11.9 program, and they were 

filtered by quality with the Trimmomatic v 1.2.1 software (Bolger et al., 2014). For this, the sliding 

window (4:15) and the MINLEN 36 options were set. The reads filtered were used to carry out the 

De novo genome assembly by using the SPAdes v3.11.0 software (Bankevich et al., 2012). 

Afterwards, the quality of the assembly was determined with the QUAST v4.4 software (Gurevic 

et al., 2013) and only the scaffolds over than 100 bases were kept. The genome annotation was 

carried out with the help of the Prokka v1.2 software (Seemann, 2014) and the PATRIC platform 

(Wattam et al., 2014).  The confirmation of the species of the strains J23 and J28 was carried out 

by means of the Average Nucleotide Identity (ANI) analysis (Yoon et al.,2017), comparing against 

15 reference genomes of L. fermentum (CP019030, CP016803, CP021964, CP031195, CP033371, 

CP034099, WHJL01000001, WHOF01000100, CP076446, CP076082, AP024320, 

JADDMW010000081, SEMJ01000100, CP040910, JAANTB010000099) downloaded from the 

NCBI database and a negative reference genome Lactobacillus rhamnosus (PKJX01000001).  

2.3. Analysis of the CRISPR-Cas and prophages 

The presence of the CRISPR-Cas system was determined and positively confirmed with the aid of 

two online platforms, CRISPRCasFinder (Couvin et al., 2018) and CRISPRTyper (Russel et al., 

2020). Besides, the last platform was used to obtain a graphic representation of the CRISPR-Cas 

locus comprised of the cas genes and CRISPR arrays. Anti-CRISPR genes were searched within 

the genome sequenced with the AcrFinder platform (Yi et al., 2020), focusing the search for these 

genes on both mobile and prophage genetic elements and using the default parameters mode. The 

CRISPR arrays, consisting of the spacers and repeats, as well as the repeated consensus, were 

determined and obtained from the CRISPRDetect. The prediction of the RNA secondary structure 

derived from the repeat consensuses were determined with the RNAFold platform on the default 

parameters mode. On the other hand, the CRISPR arrays obtained, in gff outputs, were 

concatenated for further analysis with the CRISPRStudio program (Dion et al., 2018) to compare 

the spacers in order to obtain the common among the CRISPR arrays and then, to generate their 
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representative visualizations, which was manually edited with the aid to the Inkscape version 1.1.0 

software.  

The identification of the spacers was carried out with the CRISPRTarget platform (Biswas et al., 

2013); for this, the GenBank and IMVGR phage and plasmid databases were used. Also, with aid 

of the BLASTN platform, using the non-redundant nucleotide database was used to complement 

the identification. The similarity between the spacers of the CRISPR-Cas systems of the study 

strains and other L. fermentum strains was performed using the CRISPRdb-blast platform. The 

identification of spacers that presented complementarity with other regions of the genome different 

from the CRISPR-Cas locus (self-targeting spacers) were determined with the help of the 

CRISPRminer platform (Zhang et al., 2018). The spacer sequences mapping was determined by 

locating their protospacer sequences to find the matches with specific genes of phages and 

plasmids. The protospacers with extra 10 nucleotides upstream and downstream were aligned to 

predict the Protospacer Adjacent Motif (PAM) sequence using the WebLogo platform (Crooks et 

al., 2004). The neighborhood genes close to the CRISPR locus were identified by manual selection 

from the results of the Prokka annotation of the .fna annotated protein files. 

Finally, with the gbk format files obtained from the Prokka annotation, the presence of phages, in 

a lysogenic state (prophages), was determined by using the PHASTER platform (Arndt et al., 

2016). Additionally, the restriction-modification (RM) in the study strains was also assessed as 

complementary system to the CRISPR-Cas; so that, a gene searching related to RM was carried 

out using the PATRIC platform. 

3. Results  

3.1. Genome features of L. fermentum J23 and J28 strains 

Sequenced genomes sizes of the L. fermentum J23 and J24 strains were obtained after the 

assembling procedure resulting with 2,005,995 bp and 1,978,629 bp, respectively. These sizes are 

closed to that of the average for those belonging to the L. fermentum specie according to the NCBI 

database, that is 2,011,830 bp out of a total of 102 genomes sequenced to date 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov). Besides, the percentages of guanine and cytosine (%G+C) were 

very similar to that reported on the corresponding L. fermentum NCBI database (51.8% G+C), 

being 51.74% and 51.89% for J23 and J28, respectively. The genome was achieved at the scaffold 

level, for which 382 and 362 scaffolds over 100 bp were obtained for J23 and J28, respectively.  
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Interestingly, the resulting Average Nucleotide Identity (ANI) values of the study strains J23 and 

J28 made it possible to determine that they presented a genomic identity of 99.95% from the aligned 

genome fraction between both strains. This identity value was even higher than those obtained 

when were compared with the L. fermentum reference strains: CP034099 (LMT2-75) with 99.19% 

and 99.14% for J23 and J28, respectively; and CP040910 (DSM 20052) with 99.27% and 99.23%, 

for J23 and J28, respectively. It is also important to highlight that the percentage of aligned genome 

(used to obtain the genomic similarities) between both study strains (90.1 %) was upper than when 

they were compared to the reference strains (60.65-67.08 %). The high similarity of the study 

strains may be explained to the fact that both were obtained from the same isolation niche (Heredia-

Castro et al., 2015) where they probably maintained or obtained very similar genomic 

characteristics to be adapted and survive at the same environment (Cen et al., 2020). Thus, the ANI 

analysis allowed, by means of the information of the complete genome, to taxonomically identify 

the study strains J23 and J28 as belonging to the L. fermentum specie, confirming the results 

previously reported by Heredia-Castro et al. (2015).  Actually, ≥ 95-96% of ANI is an accepted 

value to identify strains at specie level (Yoon et al., 2017).  

On the other hand, the genome annotation was achieved with Prokka that allowed to determine the 

Coding Sequences (CDS), resulting 1,957 for J23 and 1,929 for J28. These values are similar to 

that reported for L. fermentum in the NCBI, where the CDS average is 1846. These similarities 

imply that the genomic information obtained was enough to explore the study strains genomes. 

Based on the characteristics of the assembly, it is clear that the sequence genome of J23 and J28 L. 

fermentum was characterized. So far, with this information we may also infer that they could have 

a common CRISPR-Cas system. Nevertheless, it is well known that most of the metabolic functions 

o capacities are even strain-dependent, which has been demonstrated in previous studies with these 

same strains (Heredia-Castro et al., 2015; Heredia-Castro et al., 2021; Reyes-Díaz et al., 2018; 

Santiago-López et al., 2018).  

3.2. Identification of the CRISPR-Cas locus  

With the aid of the CRISPRCasFinder it was possible to find two CRISPR-Cas loci in each study 

strain, belonging to I and II types; specifically, it was found the I-E and II-A subtypes. The subtype 

I-E system presented eight genes: cas1, cas2, cas3, cas5, cas6, cas7, cse1, cse2. From this group, 

cas3 is the representative gene of the type I system, while cse1 and cse2 are the genes that define 
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the I-E subtype (Makarova et al., 2015). On the other hand, the CRISPR-Cas type II-A system 

consisted by four genes: cas9, csn2, cas1, cas2; being the type of CRISPR-Cas system with the 

smallest quantity of genes (Makarova et al., 2015). In this case, cas9 is the signature gene that 

defines type II, while csn2 defines subtype II-A. Each of the CRISPR-Cas locus found in the study 

strains genomes contain all the genes necessary for the performance of its respective system. These 

types, I and II, have been previously identified in L. fermentum; from 37 strains attempted, 72 % 

were identified as presumptive CRISPR-cas system positive; from them, 53.8, 41.0 and 2.56 % 

corresponded to the I, II and III types, respectively (Brandt et al., 2020). 

The CRISPR type I-E loci in the antisense chain of both study strains are depicted in Figure 1 (A 

and B) which were obtained from the CRISPRTyper platform outputs. Interestingly, the analysis 

with this platform allows to identify as the DEDDh gene instead of the cas2 gene originally 

identified with CRISPRCasFinder. DEDDh is a 3'-5 'exonuclease that has been found fused with 

the cas1 and cas2 genes; additionally, it has been hypothesized that it could contribute to the activity 

of Cas3 (Tanmoy et al., 2020). Another hand, it is well known that genes cas5, cas6, cas7, cse1 

and cse2 encoded the (CRISPR)-Associated Complex for Antiviral Defense (CASCADE) that 

participates in the processing of crRNA, in recognition of foreign DNA and in DNA cleavage 

(Cooper et al., 2018). In this context, the proteins Cas5 and Cas6, respectively derived from the 

cas5, and cas6 gene considered as Repeat-Associated Mysterious Proteins (RAMP), and 

responsible for the processing of pre-crRNA in the conversion to crRNA. Besides, it is reported 

that Cas7 (encoded by cas7 gene), in conjunction with crRNA, is candidate to participate in the 

recognition of foreign DNA, forming the (foreign DNA)-crRNA-CASCADE complex (Lintner et 

al., 2011). Thus, this new complex recruits Cas3 (encoded by cas3 gene) for the foreign DNA 

interference performed on the single-stranded DNA of the non-target strand from the double-

stranded DNA (Cooper et al., 2018). 

The graphic representation of the CRISPR type II-A loci for both strains are shown in Figure 1 (C 

and D) and were found in the sense strand of the genome. It is reported that in this system, Csn2 

protein (encoded by csn2 gene) is considered to participate in the acquisition of new spacers 

together with Cas1 and Cas2 proteins (respectively encoded by cas1 and cas2 genes) (Nam et al., 

2012) and, also Csn2 with Cas9 proteins cooperate in the recognition of foreign DNA during 

interference (Ka et al., 2018). Additionally, with the aid to the Prokka software, the genes encoding 

ribonuclease II were found. This enzyme fulfills several functions in the cell such as the catalysis 
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of the hydrolysis of RNA chains into components plus smaller fragments, and is involved in the 

maturation precrRNA. On the other hand, cas9 gene encoded to Cas9 multifunctional protein that 

participates in the recognition of the foreign DNA and its interference by cutting the blunt ends of 

the double-stranded DNA (dsDNA) (Cooper et al., 2018; Linter et al., 2011).  

Since it was determined two subtypes of the CRISPR-cas system for both strains represent an 

interesting opportunity because the presence of multiple CRISPR-Cas loci of different types, within 

the same genome, has been considered as a factor that allows specialization against different types 

of threats. Likewise, it has been pointed out that several cas genes, in the same genome, can favor 

the negative effect on the immunity generated by the anti-CRISPR proteins encoded in the genome 

of some phages (Weissman et al., 2018). In this sense, the analysis of the study genomes with the 

AcrFinder platform made it possible to determine the absence of anti-CRISPR genes related to 

prophages or other mobile genetic elements (MGE). Some MGE have anti-CRISPR genes (Acr 

and Aca genes) that encode proteins capable of inhibiting the activity of the CRISPR-Cas system 

avoiding interference from foreign DNA (Yi et al., 2020). Therefore, the absence of anti-CRISPR 

genes is a point in favor of the potential activity of this system against phages and other MGEs. 

On the other hand, the presence of CRISPR-Cas systems of the same type with multiple spacers in 

common between the corresponding arrays, may be due to the fact that both strains were kept in a 

very similar ecological niche with the same type of threats from alien genetic agents (Koskella et 

al., 2014). These results are consistent with the ANI analysis, which indicated that these strains are 

closely related phylogenetically. However, in vitro and in vivo studies with J23 and J28 have shown 

that both strains behave differently during experiments. Therefore, we cannot consider it to be the 

same strain, but rather two strains closely related to each other genotypically but with relatively 

different phenotypic capacities.  

3.3. CRISPR arrays repetitive sequences analysis 

The CRISPR type II-A array presented longer repetitive sequences and shorter and fewer spacers 

than the CRISPR-Cas type I-E array. Similar results have been reported for these same systems in 

strains of L. paracasei and L. rhamnosus (Pujato et al., 2021; Yang et al., 2020). All the 

characteristics of the CRISPR arrays for both study strains are resumed in Table 1. The repeats 

showed sequences at a range of 89.06-98.49 % of conservation within its own array. The repeats 

lengths were equal in the systems belonging to the same type: 36 bp for both II-A types and 28 bp 
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for both I-E types. The repetitive sequences showed variations of a single nucleotide, mainly at the 

3' end of the CRISPR-Cas type I-E arrays.  Likewise, the last repetitive sequences, in all CRISPR 

arrays, presented the highest accumulation of variations, even in the center of the repeated 

sequence, reaching up to 5 variations in both subtypes. The consensus sequences of the repeats, 

from both strains, compared against the CRISPRFinder database, allowed to find sequences shared 

with L. fermentum NCC2970 (NZ_CP017151), F-6 (NC_021235) and SNUV175 (NZ_CP019030).  

On the other hand, the RNAFold platform allowed to predict the RNA secondary structure from 

the repeats’ consensuses (Figure 2). This representation shows the formation of two loop-shaped 

motifs made up of unpaired bases, as well as a hairpin-shaped motif made up of paired bases in 

both study strains. These motif types are product of the partially palindromic nature of the repeats, 

leading to the hairpin-shaped formations because of the bases’ complementarity, instead of the 

loop-shaped forms due to the non-complementary sequences. These secondary structures are 

necessary for the generation and loading of crRNA in most CRISPR-Cas systems (Kunin et al., 

2007).  

 The structural stability profiles of the RNA secondary structures for both strains were obtained 

with the analysis of the Minimum Free Energy (MFE) of their consensus repetitions, represented 

with red-color graphs to express a high probability of structural stability, while green-color graphs 

were used to indicate those structures with high stability. The MFE analysis allowed to determine 

most of the secondary structures showing high stability which were represented in red. 

3.4. Spacers sequences identification  

The presence of CRISPR arrays spacer sequences of the bacterial strains represent a record of 

previous attacks by foreign DNA (Wheatley and MacLean, 2021). The spacer sequences 

identification allows to know the type of exogenous genetic agents that bacteria has faced against 

(Barrangou et al. 2013).  The Figure 3 shows the CRISPR arrays spacers arrangement of the study 

strains, where the spacers with the same sequence are depicted by squares with the same color 

pattern while different spacers are shown with different color patterns. In this way, it can be visually 

determined that spacers of both strains are the same, about sequence, order, and quantity in the type 

I-E CRISPR arrays. The type II-A CRISPR arrays spacers were different about order, sequence, 

and amount of both strains with 21 and 27 spacers for J28 and J23, respectively. On the other hand, 

only four spacers were equal at the right side of both arrays.  
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The spacers’ identities showed similarity to phage and plasmid DNA (see Table 2-4). Only one 

type I-E CRISPR array spacer was used for identification analysis since both strains’ spacers were 

equal. In the case of the type II-A system both strains’ spacers were studied due to being different. 

Regarding type I-E system, most of the spacers were not identified and only 10 from 29 spacers 

(~30 %) were achieved resulting nine to be homologue to phages and one to a plasmid, as shown 

in Table 2. Notably, the analysis performed with BLASTn and CRISPRdb-Blast allow to 

determine that all the sequences of the spacers of this locus are totally shared by CRISPR-Cas type 

I-E system from eight other sequenced strains of L. fermentum, which were USM 8633 

(CP045034.1), GR1007 (CP071001. 1), GR1008 (CP071000.1), GR1009 (CP070999.1) and 

GR1103 (CP070858.1) from fermented meat sausage; FTDC 8312 (CP021104.1) from fecal 

sample, and VRI-003 (CP020353.1) from commercial probiotic culture. 

With regards to type II-A system, from 27 spacers of strain J23, 21 were identified and 20 of them 

matched to bacteriophages sequences (Table 3). In addition, from 21 spacers of strain J28, 14 were 

identified and 12 from them matched to bacteriophage sequences (Table 4).  From these results, it 

could be inferred that type II-A system of both strains, J23 and J28, might have participated in 

defense against a bacteriophage infection. The analysis performed using BLASTn and CRISPRdb-

blast allow to determine that only the second oldest spacer shared by both loci, of the study strains, 

presented partial identity with a spacer of the CRISPR-Cas type II-A system of L. fermentum 

LDTM 7301 (CP031195.1). 

The study-strains genome analysis with the PHASTER platform allowed to determine the presence 

of one incomplete prophage region for both strains. This indicates that they contain a number of 

genes lower than that necessary for the phage formation what implies that it is unlikely that such 

prophage may be incapable to entry into the lytic cycle (Arndt et al., 2016; Howard-Varona et al., 

2017). The importance of this identification lies in the fact that their integration, release, and 

shedding are linked to various effects on the host strain, such as gene disruption and transmission 

of antibiotic resistance genes (Argov et al., 2017). The absence of complete prophage regions is 

likely to be related to an active CRISPR-Cas system in these study strains; actually, it is well known 

that an active CRISPR-Cas system has direct relation to the lower amounts of foreign DNA finds 

(Butiuc-Keul et al., 2020) as it was observed in the present study.   
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Analysis with the CRISPRminer platform allowed determining the absence of self-targeting 

spacers in the genomes of the study strains, which implies that their CRISPR-Cas system most 

likely does not participate in gene regulation or autoimmunity. In this sense, the presence of self-

targeting spacers is associated with cellular apoptosis due to the damage of genomic DNA that 

initiates in the target regions of the self-targeting spacers. This autoimmunity effect has also been 

related to the loss of all cas genes as in the case of Lacticaseibacillus NCFM (Stern et al., 2010). 

Therefore, it can be considered that the absence of this type of spacers implies that the CRISPR-

Cas system of the study strains has a low possibility of generating autoimmunity and thus would 

not affect cell viability. 

3.5. PAM sequences of CRISPR-Cas type I-E and II-A systems 

PAM is a short-conserved sequence of exogenous DNA and is essential for its protospacer 

recognition in most CRISPR-Cas systems types that must be perfect; so that, modifications in its 

sequence can affect the interference process of foreign DNA (Gleditzsch et al., 2019). In this sense, 

the alignment of the sequences that flank protospacers obtained from the CRISPRTarget platform, 

allowed to determine the PAM conserved sequence for both types I-E and II-A showing a 

nucleotide composition rich of adenine. Thus, the PAM in type I-E system was found at the 5 'end 

of the protospacer, finding two possible 3-bases sequences: 5'-AAT- 3´ and 5´-AAC-3´. On the 

other hand, that of type II-A system was found at the 3 'end of the aligned protospacers of both 

strains with a 4-5 bases length; thus, the PAM sequence in J23 was 5´-GAAA-3´, while in J28 

several probable sequences were found: 5´-TGAAA-3´, 5´-CTGAAA-3´, 5´-TTAAA-3´, 5´- 

TTAAC-3'. The PAM sequence in type II-A system is detected by the Cas9 protein as a first step 

in the recognition of foreign DNA on the non-target strand (Guan et al., 2017) while in type I-E is 

different due to its location and related Cas enzymes, where the CASCADE complex takes on 

detecting PAM. It is also important to clarify the point that, in recent years, it has been considered 

to name as Spacer Acquisition Motif (SAM) to that PAM sequence detected in the acquisition stage 

and as Target Interference Motif (TIM) to that detected in the interference (Gleditzsch et al., 2019); 

in this context, the PAM sequences recognized in the present study, are referred to TIM related 

with the recognition of the protospacer on the interference stage. These results about PAM give 

useful information that may be required to determine the CRISPR-Cas system activity and to edit 

the bacteria genome by using its own system (Crawley et al., 2018; Hidalgo-Cantabrana et al., 

2018). 
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3.6. Restriction-Modification system genes 

As the CRISPR-Cas, the Restriction-Modification (R-M) system has also demonstrated to act as a 

defense mechanism against phages (Enikeeva et al., 2010; Szczepankowska, 2013), but also may 

display other functions such as stabilization of genomic islands, roles in the nutrition of the 

bacteria, immigration control, maintenance of species identity, control of speciation, among others 

(Vasu and Nagaraja, 2013). In the present study, the R-M genes were found in both study strains 

genomes with the aid of the Patric platform. As it is well known, these genes consist of restriction 

enzymes and DNA methylases resulting in different types of R-M systems (I to IV types), which 

vary in type and number of genes (Ershova et al., 2015). In this sense, I and III types of R-M system 

were identified in the study strains. The type I system was only found in J23 strain and contained 

three typical genes of its structure (hsdS, hsdM and hsdR) encoding a multifunctional protein; hsdS 

encodes the specificity subunit, hsdM encodes the DNA methyltransferase subunit; and hsdR 

encodes the restriction subunit R. Despite of the great similarity of both strain genomes, the type I 

system was not found in J28 strain, which suggests that these genes are part of accessory or cloud 

genes, not shared by all same-species members. Regarding the type II system, only the gene YeeA2, 

that encodes for the YeeA methylase subunit, was found. Nevertheless, the type III system, found 

in both study strains, consisted of two genes: res that encodes a restriction enzyme and Mod Mtase 

that encodes a DNA methylase protein; both united to form a complex of modification and cutting 

of DNA.  

The R-M system has been reported to be compatible with the CRISPR-Cas system and they may 

work together to potentially increase resistance against phages. This collaboration is not essential 

for countering the viruses attack; however, they may participate together in different manner. Thus, 

while the CRISPR-Cas system is capable of degrading the methylated phage DNA, the R-M system 

can contribute to the destruction of phage DNA containing anti-CRISPR genes (Dupuis et al., 

2013). Therefore, the presence of the R-M and CRISPR-Cas systems in J23 and J28 L. fermentum 

strains increases the possibility of being used as starter cultures resistant against phages. 

4. Conclusion 

The Limosilactobacillus fermentum strains J23 and J28 genomes were sequenced at the scaffold 

level, resulting with high similarity between them. Besides, the CRISPR-Cas loci was found in its 

complete structure for both genomes, so it was feasible to characterize them by the aid of different 
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software finding eight cas genes for the type I-E and four cas genes for type II-A, specialized on 

interacting with double-stranded DNA as a mechanism defense against mobile genetic agents such 

as DNA phages (lysogenic and lytic) or plasmids. Specific spacers of foreign DNA were identified 

and they positively matched to specific genes’ regions encoding for hypothetical and structural 

proteins, as well as genes for lysine, integrase, among others. Besides, the presence the R-M genes 

were identified exposing this system as mechanism that will contribute together with the CRISPR-

Cas system to counting the foreign genetic agents attacks. The data obtained suggest that J23 and 

J28 strains of L. fermentum have the potential to be used as starter cultures for different 

technological or biotechnological uses under optimum conditions or even in environments 

containing plasmids or phages. 
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Table 1. Characteristics of the repeats of the CRISPR matrices of the L. fermentum J23 and J28 strains 
Strain Locus CRISPR Spacers  

 
Repeats % Conservation Lengh repetition Consensus repeated sequence (5´-3´) 

 
J23 

J23 CRISPR tipo II-A 27 29 91.97 36 GTCTTGGATGAGTGTCAGATCAGTAGTTCCGAGCAC 
 

J23 CRISPR tipo I-E 
 

29 29 98.49 28 GTGCTCCCCATGTATATGGGGGTGATCCT 

 
J28 

J23 CRISPR tipo I-E 
 

25 25 89.06 36 GTCTTGGAGAGTGTCAGATCAGTAGTTCCGAGTAC 

J28 CRISPR tipo II-A 29 28 98.49 28 GTGCTCCCATGTATATGGGGGTGATCCT 
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X: Unidentified spacers; CT: Score of identification of Spacers with CRISPRTarget; Bn: E-value and percent identity (%) of spacers 

identified with BLASTn 

 

 

 

 

 

Table 2.  Characteristics of the spacers of the CRISPR arrays in L. fermentum J23 in the CRISPR array of the type II-A system 
No. Spacer (5´3´) Origin of DNA Mapping Score  Accesion 
1 GTCAAGCAAAGTCCAACGCAAGCGGGATCA Phage  JNU_P5 Hypothetical protein (CT) 24 MN830253 
2 CCGACAGCGGTGCCGGATCAACGGTTACCA Phage   phiPYB5 Lysine (CT) 28 GU323708 
3 AATATCTGGAACGGAATGAGCAAGACCGGG Phage  ctWBI2 Tail tape measure (Bn) 4e-06/100% CP014787.1 
4 TCCATCACTATTAAGTAATCATCAAGGGGA X X X X 
5 CAAAGGTCGTAATTGCATAATCACGATCCT Phage ctwbB5 Minor Capsid Protein (Bn) 0.061/100% BK024092.1 
6 ACTTGATTCAGGAACTGACTCACGCTGGCA X X X X 
7 CTAAGTTGCGAAGCATACCATGAGAAATAT Phage  LfeInf Hypothetical protein (CT) 28 KP054477 
8 AATTCTCTCCAAAACACAAACTATGTTTGG Phage sp. X (CT) 24 IMGVR_UViG_GVMA

G-M-3300009161-51 
9 AACGCCCGTGAGTTGATAAGCGATCAGCAA X X X X 
10 GCGAGTTGTCGTATAAGTACAAAGACGATC Phage  ctWBI2 X (Bn) 0.95/100.00% BK016310.1 
11 CCTAAACGTTGACCAACTTCGCGACCGGTC Phage  ctwbB5 Integrasa (Bn) 0.001/96.67% BK024092.1 
12 GGTCGTCGATACGTTAGACGCGATCAAGGA Phage   JNU_P5 Hypothetical protein (CT) 26 MN830253 
13 GGTGGCCGAATACGACGACGGCGACGAGAT Rhodococcus sp. AQ5-07  plasmid X (CT) 20 NZ_CP046101.1 
13  Phage   sp. X (CT) 22 MGVR_UViG_3300021

339_000008 
14 TTTACCATTCCGAGCTTGGCACCTCCTTTC Phage   phiEF-1.1 Portal protein  (CT)22 24 MF041990 
15 TAGCCACGAACGCGTACGAATCTGCGTACC Phage  LF1 X (CT) 26 HQ141410 
15  Phage   ctgFT22 Long terminase  BK026615.1 
16 CACAAAGCGCTACAACCGTCGCTAGCGATG Phage   ctwbB5 Tile fiber protein (Bn) 4e-06/100% BK024092.1 
17 CCAACTTGCAGCGCCTTGGCCATGTCGACG X X X X 
18 CTAAGGTTGGAACAGATGACTTTAACAGTT Phage ctZ1X1 X (Bn) 0.32/100% BK055155.1 
19 TGGTGAGATGCCAAGTGTTCCCGTCAACGG Phage  JNU_P5 Portal protein (CT) 28 MN830253 
20 TCACGGACGAGCAGACACTAAAAAACGCCC Phage   ct6If1 Tail protein (Bn)  0.24 /93.32% BK017285.1 
21 ATCCCCGCTAACGTGAGTGCTCTCTTTAATC X X X DTR_733120 
22 ACCAGCCCCGCTGGGGTTCACCCTTGATCG Phage  LfeSau Tail major protein (Bn) 3.8/ 92.86% NC_029068.1 
23 GTTCCATTGTGGCCCTGGACGTTGAGTCTG X X X X 
24 AGCGGTCCTCCATCTTTGTATAGAATGTAT Phage  ctXzz3 Hypothetical protein (Bn)  0.001/100% BK048996.1 
25 TGTCGAAAATTGCTGTCCACATATTGATTT Phage  ctwbB5 Hypothetical protein (Bn) 4e-06/100% BK024092.1 
26 GCGCCGGGCGGGCGTAAAGCGCAAGATAAA Phage  ctkWT36 Hypothetical protein (Bn) 0.005/95.65% BK018148.1 
27 TGCTGACTTACGGTAAAGGCACTTTCGGAC X X X X 
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Table 3. Characteristics of the spacers of the CRISPR arrays in L. fermentum J23 in the CRISPR array of the type I-E system 
No. Spacer (5´3´) Origin of DNA Mapping Score Accesion 
1 GGAAACCGGCCAACTGGATAAACTGGGTATGTA X X X X 
2 TTTTCCAAAGCTGGCCAATGTACGCATCCCTAA UGV-GENOME-0262442 X (CT) 24 0262442 
3 CCTTGTGGTGCATTCTTACCTTGATTCGTGTAA X X X X 
4 AAAAGATTGGTAAAACGGCGATTATGGCACTTG IMGVR_UViG_3300029033_000033 X (CT)29 Ga0169717_101751 
5 ATCTGGAAGGCAACTGGATACATGCTCTTACTA Lactobacillus phage X (CT)28 MN830252 
6 AGGGTGACGCTGGCCGGATTGTCTATCTGGCTA X X X X 
7 TTGACAAGTCGATAATCTGTGTTGACTTCTTCA L. reuteri YLR001 plasmid X (CT)28 NZ_CP065541.1 
8 CGAATAAATTCTGAGGGGCATTCTTAATGCTTG X X X X 
9 AGCACCGCTAGGGGGAATATAGGATCAAGCTGA Phage fam Siphoviridae sp ct6If X (Bn)4e-07 100.00% BK017285.1 
10 TGAGGTTGTATTAATGATTGGGGTAGAAGGGTA X X X X 
11 CCTCACCAAATTCCTTTACATCTGTCACTCCATA X X X X 
12 TGGATAACCAGGTCACAGTTACCGTTGACGATG X X X X 
13 CATGAACTTCAGTGATTGGGTCTGGCACTTGAA X X X X 
14 TGTAACCGAACGGAACGTTAGACCATGCTGATA UGV-GENOME-0295885_1 X (CT) 30 0295885_1 
15 GATGTTGCGAAAGCTCTTAAAATTACTCGCTCA X X X X 
16 TTAAAACCGCCTGCTCCATCGACGGTAAAGTCG X X X X 
17 GTTGTTTTGAAAGCCAAGCTCCGATGATCGGAA X X X X 
18 AAACTGACTTAACGGATAAAACCGTCTGTCTAA Secundilactobacillus paracollinoides 

plasmid 
X (CT) 24 NZ_CP014917.1 

19 CGTATTTCGGCGGAACGAAGAAGTTTGAGTATA Phage LfeInf X (CT) 29 KP054477 
20 CCATCGTTTAACCTCCCTTCTAGCCAGATAACA X X X X 
21 ATATGGTTTGTCTTCTTCCTATACACCGGATAA X X X X 
22 TTCATCAAGACTAAAGTTACGCATCAAGAAACG X X X X 
23 AACTCTCAGTCGACGGTTTAGAAGGCCGTTGCA Phage sp. X (CT) 24 IMGVR_UViG_3300031656 

_000013 
24 CGGCGGCTTTTATGATATTGTGGTGACCGTGAG X X X X 
25 CAATCGTCTGATCTTGTGAGTTGACGAGTGCTG X X X X 
26 CTCAAGCCAGGTACGACCTTCGGCAATGACGAGG UGV-GENOME-0197477 X (CT) 26 0197477 
27 ACTCTAACGGTTAATAGTGTCACCGGGCATCTA X X X X 
28 CAACTTCTGGAGTGGCAATCGATGATAACCAAA X X X X 
X: Unidentified spacers; CT: Score of identification of Spacers with CRISPRTarget; Bn: E-value and percent identity (%) of spacers identified with BLASTn 
L. fermentum: Limosilactobacillus fermentum  
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Table 4. Characteristics of the spacers of the CRISPR arrays in L. fermentum J28 in the CRISPR array of the type II-A system 
No. Spacer (5´3´) Origin of DNA Mapping Score Accesion 
1 TTGTTGATGTACCTGACTCACGCTGGCA X X X X 
4 GACGCTAGACCAGCTCAACGAGGTTATGAA Phage ct6If1 Cell division protein (Bn) 4e-06/100% BK017285.1 
6 ACTAATGTGATCAAAGTTAACCAGATATCG Plasmid from L. plantarum repA, repB and 

repC genes 
Initial region outside 
the gene 

(Bn) 2e-05/100% M33531.1 

7 GTCGCCGCTAACGTGAGTGCTCTCTTTAATC X X X X 
10 AACAGATCTGAGTTTGAACAGTTGGCCGCG Phage ctXzz3 Hypothetical protein (Bn )2e-04/100% BK048996.1 
11 AACCTTGATTGCCCTAGCGGGTATGCTGAG Phage ct6If1 Distal tail protein (Bn) 0.95/93.1.% BK017285.1 
12 CAGTTCGCCGTTCTTGAATAATTGCATTAC Phage phiPYB5 Phage nucleotide 

binding protein 
(CT) 28 GU323708 

13 TTCCGATCGAAAAAATCCAAGCTAACTCAT X X X X 
14 TCGTTGTGATTACTATATCACGGTTATTTC Plasmid of L. fermentum strain ike38 Non-coding region (CT) 24 NZ_AP024321.1 
15 ACTCGGTATGGACCCGTTTGCTCCCGGTCG Phage JNU_P1 Hypothetical protein (CT) 28 MN830252 
16 TACTAAGCCAACCGCGGAACCAACAAAGTG X Hypothetical protein X X 
17 TGCCACTTGATGGCCACGAGATTGTGATCG X X X X 

X: Unidentified spacers; CT: Score of identification of Spacers with CRISPRTarget; Bn: E-value and percent identity (%) of spacers 

identified with BLASTn     L. plantarum: Lactiplantibacillus plantarum; L. fermentum: Limosilactobacillus fermentum 
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Figure list 

Figure 1. Representative scheme of the CRISPR-Cas type I-E and type II-A system of the study 

strains J23 and J28. The cas genes are represented with boxes pointing in the direction of 

transcription, while the CRISPR array is represented with black bars that represent the repeats and 

blank spaces that represent the spacers. The nomenclature alternatives of the corresponding cas 

genes are also shown. 

Figure 2. Representation of secondary structure of the consensus repeats of the CRISPR matrices. 

A) J23, B) J28, C) J23, D) J28 

Figure 3. Arrangement of spacers in the CRISPR arrays of Limosilactobacillus fermentum J23 and 

J28 strains. The recently acquired spacers are located on the left flank of the CRISPR array, while 

the older ones are on the right flank. 
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4. CONCLUSIONES GENERALES 

 

 

Con el presente estudio se logró caracterizar fisicoquímica y microbiológicamente al queso 

fresco artesanal de Sonora elaborado con leche cruda. La alta variabilidad composicional y 

presencia de diversos grupos bacterianos, evidenciaron la falta de estadarización de procesos y de 

aplicación de buenas prácticas de manufactura. La gran diversidad bacteriana encontrada, 

determinada por el análisis metagenómico,  dio como resultado la identificación de más de 80 

géneros; de los cuales, Lactococcus, Streptococcus, Lactobacillus y Leuconostoc fueron los más 

abundantes. Por otro lado, se estudió el sistema CRISPR-Cas de las cepas Limosilactobacillus 

fermentum J23 y J28, que fueron seleccionadas por sus capacidades tecnológicas demostradas en 

estudios previos. Los genomas de dichas cepas fueron secuenciados y se encontró que fueron 

similares entre sí. El análisis bioinformático de los genomas de las cepas de estudio permitió 

determinar la presencia de dos locus CRISPR-Cas potencialmente funcionales, pertenecientes a los 

tipos I-E y II-A como mecanismo de defensa contra fagos. Adicionalmente, se identificaron 

espaciadores específicos de ADN de agentes genéticos móviles como fagos (lisogénicos y líticos) 

o plásmidos, los cuales coincidieron positivamente con regiones de genes específicos que codifican 

proteínas hipotéticas y estructurales, así como genes de lisina, integrasa, entre otros. Además, se 

identificó la presencia de genes Restricción-Modificación, que es un sistema independiente que 

puede contribuir con el sistema CRISPR-Cas para potenciar la defensa bacteriana contra los 

ataques de agentes genéticos extraños. Por lo anterior, las cepas de Limosilactobacillus fermentum 

J23 y J28 tienen el potencial para ser empleadas como cultivos microbianos para diferentes usos 

tecnológicos o biotecnológicos en condiciones óptimas manteniendo su viabiliadad ante la 

infección por fagos. 
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5. RECOMENDACIONES 

 

 

Futuros estudios del sistema CRISPR-Cas de las cepas de Limosilactobacillus fermentum 

J23 y J28, permitirán evaluar la actividad de este sistema a través de pruebas de reto con plásmidos 

que contengan secuencias específicas detectables por los sistemas del tipo I-E y II-A, encontrados 

en el presente estudio. 
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