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RESUMEN 

Las causas de la distribución de la diversidad procarionte han sido objeto de 
investigación en ecología microbiana durante casi dos décadas. Actualmente se 
consideran principalmente dos grupos de factores para explicar los patrones de 
distribución y diversidad observados: aquellos en los que el efecto geográfico es 
preponderante, conocidos como factores neutros y, aquellos en los que la 
adaptación local a las condiciones ambientales es más influyente, llamados 
factores asociados a nicho. En esta tesis se usaron tres estrategias diferentes 
para describir la distribución y diversidad de comunidades de bacterias 
acuáticas. Se aplicaron distintos métodos moleculares, dirigidos en todos los 
casos sobre el gen 16S ADNr, aunque desde enfoques y escalas diversas. La 
primera estrategia fue un análisis comparativo en una muestra de agua de mar 
(canal de Yucatán) utilizando tres métodos (T-RFLPs, clonas y shotgun) 
(Capítulo I). La segunda estrategia fue a partir del análisis de secuencias 
obtenidas de librerías de clonas en un muestreo de escala local, con una 
distancia máxima de 1.8 km, en cuatro sistemas acuáticos cerrados (Pozas 
Azules, Cuatro Ciénegas, Coahuila), cuyas condiciones ambientales son 
similares (Capítulo II). Por último, la técnica de T-RFLPs, se aplicó a un 
muestreo hecho en 27 sistemas acuáticos alrededor y en la región de Cuatro 
Ciénegas, Coahuila, en condiciones ambientales contrastantes, a una escala 
regional, con una distancia máxima de 180 km (Capítulo III). De acuerdo a los 
resultados obtenidos, se reflexiona sobre la factibilidad y relevancia de estudiar 
comunidades microbianas con tecnologías sencillas y económicas, las cuales 
proporcionan información importante, así como patrones ecológicamente 
válidos. Asimismo, este trabajo permitió entender mejor la influencia de factores 
asociados a nicho (que ha sido considerado como el factor más importante para 
la distribución de la diversidad microbiana) vs. factores neutros. A mayor escala 
se detectó un efecto ambiental (nicho), y a menor escala se detectó un efecto 
geográfico (neutro); este efecto neutro no había sido reportado previamente en 
otros trabajos sobre bacterias en Cuatro Ciénegas. Por otra parte, las 
comunidades microbianas estudiadas presentaron patrones de distribución 
similares a comunidades de macroorganismos: efecto de distancia y distribución 
restringida de OTUs. Tanto el efecto geográfico (neutro) como estas evidencias, 
reflejan cierto grado de aislamiento en las comunidades bacterianas 
muestreadas. De esta forma, la generalización que existe en la literatura sobre 
las grandes tasas de dispersión de los microorganismos debido a su tamaño 
pequeño resulta imprecisa, y las evidencias actuales y de esta tesis respaldan 
que los microorganismos también están sujetos y responden a los mismos 
procesos ecológicos que se han observado en macroorganismos. 
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ABSTRACT 
The causes for the observed microbial diversity distribution have been subject of 
investigation in microbial ecology for almost two decades. To date, there are 
mainly two groups of factors in consideration for explaining the causes of the 
observed patterns: those in which historical or geographical effects are 
preponderant, also known as neutral-based factors and, those in which local 
adaptation to environmental conditions are more influential, also known as niche-
based factors. In this thesis, three different strategies were used to describe the 
distribution and diversity of aquatic bacteria communities, by using different 
molecular methods, all targeting the gene 16S rDNA, although at several scales 
and from different approaches. The first strategy was a comparative analysis on 
a seawater sample (Yucatan Channel) using three methods (T-RFLPs, clone 
libraries and metagenome shotgun sequencing) (Chapter I). The second strategy 
was based on the analysis of sequences obtained from clone libraries on a local 
sampling (with a maximum distance of 1.8 km), where similar environmental 
conditions are chosen in four closed aquatic systems from Pozas Azules, Cuatro 
Ciénegas, Coahuila, (Chapter II). Finally, the T-RFLPs technique was applied to 
27 different water systems within and around Cuatro Ciénegas, Coahuila, at a 
regional scale (with a maximum distance of 180 km), having contrasting 
environmental conditions between samples (Chapter III). This thesis permitted us 
to examine the feasibility and relevance of studying microbial communities with 
simple and inexpensive technologies, which provide important information as well 
as ecologically valid patterns. Furthermore, the used approaches allowed us to 
better understand the influence of niche-associated factors (which has been 
considered as the most important factors for the distribution of microbial diversity) 
vs. neutral factors. On a larger scale, an environmental effect (niche) is detected, 
and at smaller scale, geographical effect (neutral) has been detected; this neutral 
effect had not been previously reported in other studies on bacteria in Cuatro 
Ciénegas. Moreover, this microbial communities study showed patterns similar to 
communities of macroorganisms: isolation by distance and restricted distribution 
of OTUs. These evidences reflect some degree of isolation in the bacterial 
communities sampled. Thus, the generalization in the literature affirming large 
dispersal rates of microorganisms due to its small size is imprecise; current 
evidences and this thesis support that microorganisms respond to the same 
ecological processes that have been observed in macroorganisms. 
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1 Definiciones básicas  

  

1.1 Ecología y biogeografía 

Las disciplinas principales cuyas teorías y planteamientos se han utilizado para 

comprender la distribución de los organismos son la biogeografía y la ecología. 

Aún y cuando ambas disciplinas surgen históricamente al mismo tiempo (finales 

del siglo XIX), en la actualidad tienen enfoques distintos. Por ejemplo, la 

biogeografía analiza patrones de distribución de especies espacio-temporales 

(Lomolino et al., 2006), generalmente haciendo uso de registros fósiles y 

filogenias, en donde predomina una visión relacionada con la evolución de 

grupos, su extinción y su distribución a través del tiempo; la ecología por otra 

parte analiza las relaciones de los organismos con su medio ambiente, así como 

entre ellos (Begon et al., 2006). La teoría generada por ambas ha sido 

importante para comprender la distribución de los organismos en general, y 

además resulta complementaria, ya que la distribución biogeográfica de todos 

los organismos es parte importante de su ecología, siendo esta distribución, 

causa y consecuencia de la interacción de los seres vivos con factores bióticos y 

abióticos.  

 La ecología de comunidades es el estudio de los patrones de 

comportamiento y estructura de ensambles biológicos, esto es, de grupos 

formados por diferentes especies que interactúan y concurren en espacio y 

tiempo (Begon et al., 2006). Tiene como objetivo explicar cómo se distribuye la 

biodiversidad en las comunidades, si existen patrones de abundancia y cuáles 

son los mecanismos o procesos que mantienen a esa diversidad biológica. 

Es importante resaltar que una comunidad de organismos tiene, por un lado, 

propiedades que derivan de la suma de las propiedades de cada uno de los 

individuos que la compone. Pero por otro lado, también existen interacciones 

entre ellos, lo que hace a una comunidad algo más que solamente la suma de 

sus partes (Begon et al., 2006). Desde estos dos encuadres, la ecología de 

comunidades tiene como objetivo central entender los mecanismos por los 

cuales determinadas especies, y no otras, son las que forman parte de una 
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comunidad, comparando con la “poza regional” o el total de especies (Levins & 

Lewontin 1985).  

 

1. 2 Diversidad alfa, beta y gamma 

Whittaker desde el año de 1960 propuso tres niveles para aproximarse a la 

descripción de la distribución y abundancia de los organismos, denominadas 

diversidad alfa, beta y gamma, que desde entonces se han utilizado 

ampliamente y han resultado herramientas muy valiosas para la ecología de 

comunidades. “La diversidad gamma es el número de especies a nivel regional, 

la diversidad alfa se define como el número de especies a nivel local, y la 

diversidad beta es, en su definición más general, la diferencia en composición de 

especies entre comunidades” (Rodríguez & Vázquez-Domínguez, 2003).  

 Los cálculos para determinar la diversidad alfa y gamma se han hecho 

siempre bajo el mismo precepto. En cambio, la forma de cuantificar a la 

diversidad beta se hace desde numerosos enfoques. La primera propuesta fue la 

fórmula β = γ/α, donde la diversidad β es resultado de la diversidad γ 

dividida entre la diversidad α promedio (Whittaker 1957). Otra manera es definir 

a la diversidad beta como el porcentaje de similitud que existe entre dos 

muestras ( Whittaker 1957, Calderón-Patrón et al., 2012), y esta ha sido la forma 

más común de calcularla hasta ahora. Frecuentemente se describe una “alta 

diversidad beta” para referirse a comunidades distintas entre sí. Dado que es 

una medida de similitud, lo correcto sería afirmar lo contrario, que la diversidad 

beta es baja (esto es, poco similar), pero es una práctica común convertir el 

valor de la diversidad beta en una medida de disimilaridad, calculada a partir del 

valor inverso de la similitud.  

 

1.3 Metacomunidades, otra perspectiva para estudiar a las comunidades 

El concepto de metacomunidad es de reciente adquisición en la teoría de 

ecología de comunidades (Logue et al., 2011). Este término se refiere a 

“comunidades múltiples conectadas por organismos que se dispersan, y que son 

afectadas por factores a nivel local y regional” (Hortal et al., 2014).  
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 La teoría de metacomunidades plantea cuatro modelos o aproximaciones 

para entender estos factores, que brevemente consisten en (definiciones 

tomadas de Lee 2014, y Gravel, Poisot & Desjardins-Proulx 2014, a menos que 

se especifique): 

i) Dinámica de parches (Patch Dynamics o PD por sus siglas en inglés): existen 

parches de hábitats idénticos, cuya diversidad está determinada por dispersión o 

interacción entre especies (colonización-competencia).  

ii) Repartición de especies (Species Sorting o SS): predice que las distintas 

condiciones ambientales históricas producen reacomodos de especies, lo cual 

genera mezclas de estas especies que presumiblemente evolucionaron en 

distintos tiempos y escenarios, por lo que habrá diferencias en la composición de 

las comunidades. 

iii) Efecto de masas (Mass Efect o ME): La inmigración a comunidades locales 

tiene como consecuencia que los taxa persistan incluso en ambientes no 

favorecidos.  

iv) Modelo Neutro (Neutral Model o NM): Retoma planteamientos de la teoría 

neutra, asumiendo tasas de mortalidad, dispersión y especiación equivalentes 

entre todas las especies (Zheng et al., 2013). La neutralidad del modelo consiste 

en suponer que las especies no interactúan directamente, por lo cual se asume 

que no hay interacciones de competencia o respuestas al ambiente, y el azar es 

el que conduce estos procesos. Ver apartado 1.5 para más detalles sobre la 

teoría neutra. 

 

1.4 Una síntesis conceptual: cuatro procesos propuestos, cuatro modelos y 

cuatro aproximaciones en metacomunidades 

Una propuesta que resulta interesante, es la planteada por Vellend (2010) y 

retomada por Nemergut  et al. (2013) como una forma de utilizar sólo cuatro 

categorías como representantes de todos los procesos que se han definido para 

estructurar a las comunidades: selección, deriva, diversificación y dispersión. En 

la Tabla 1 se describen los cuatro procesos, que fueron tomados de la genética 

de poblaciones y de la ecología evolutiva, y la propuesta es utilizarlos tanto para 
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entender, como para describir los distintos modelos planteados por la teoría de 

metacomunidades, como se presenta en la Tabla 2. En esta tabla se incluyen los 

cuatro modelos o hipótesis que Martiny et al. (2006) propusieron, y que han sido 

ampliamente utilizados en la literatura para determinar la asociación de las 

comunidades microbianas a factores ambientales, a factores geográficos (un 

término usado frecuentemente como equivalente de distancia geográfica, lo cual 

refleja la dispersión de los organismos) o ambos.1  

 

 

Tabla 1. Procesos que estructuran a las comunidades (Nemergut et al., 2013) 

 

Proceso Definición 

Selección Cambios en la estructura de 

comunidades causados por diferencias 

de adaptación entre los taxa 

Deriva Cambios estocásticos en la 

abundancia relativa de los taxa en la 

comunidades a través del tiempo 

Diversificación Generación de nueva variación 

genética 

Dispersión Movimiento de organismos a través del 

espacio 

 

 

  Estas cuatro alternativas de distribución de las comunidades, a su vez 

pueden entenderse y tienen equivalencia con los supuestos de 

metacomunidades, como se indica en la Tabla 2.  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
1	  A lo largo de la tesis, el término factores ambientales se utilizará para referirse a factores 
abióticos (a menos que se especifique), y el término factores neutros o geográficos se referirá a 
límites de dispersión o efecto de masas. 	  
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Tabla 2. Cuatro hipótesis de trabajo para explicar la distribución de los 
microorganismos en las comunidades (en cuanto a factores geográficos (G) o 
ambientales (A) ), y sus equivalencias con cuatro supuestos y cuatro procesos 

 
Alternativas para la 
distribución de las 

comunidades 
(Martiny et al., 2006)  

Equivalencia con los supuestos 
de metacomunidades 

 

Procesos asociados: deriva, 
dispersión, selección y 

diversificación (Vellend, 2010; 
Nemergut et al., 2013)  

Hipótesis 1 Ninguna Modelo neutro sin límites de 
dispersión, lo que equivale a un 
modelo nulo  (propuesta de este 
trabajo) 

Deriva, diversificación 
equivalente, dispersión sin límites 

Hipótesis 2 A  Selección, dispersión sin límites 
“Todo está en todos lados, pero el 
ambiente selecciona” (Baas 
Becking, 1934; Finlay, 2002)  
 

Repartición de especies (asume 
dispersión moderada) 
(Ng et al., 2008)  

Selección, dispersión moderada 

Hipótesis 3 G 
 

Modelo neutro (Hubbell, 2001)  Deriva; diversificación y 
dispersión equivalentes 

Dinámica de parches (Cottenie, 
2005)  

Deriva, especiación y dispersión 
en parches equivalentes 

Hipótesis 4 A y G Efecto de masas (Baja dispersión) 
+ Repartición de especies 
(Ng et al., 2008)  

Selección, deriva, diversificación, 
poca dispersión 

Efecto de masas (Alta dispersión) 
+ Repartición de especies 
(Ng et al., 2008)  

Selección, deriva, diversificación, 
mucha dispersión 

 

 

1.5 Confusiones sobre algunos conceptos o términos  

El uso de terminología “inconsistente y a veces redundante” (Nemergut et al., 

2013) sobre todo en publicaciones que analizan el proceso de ensamble de 

comunidades microbianas, vuelve necesario mencionar algunos ejemplos para 

aclarar algunas confusiones comunes en la literatura.   

 La primera de ellas tiene que ver con el uso de los términos “local” y 

“regional” equivalentes en muchos textos a “enfoque ecológico” o “enfoque 
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biogeográfico”, respectivamente. La escala local, o alfa, se ha reportado como 

influenciada principalmente por factores ambientales (bióticos y abióticos, 

característicos de cada lugar), a diferencia de la escala regional, relacionada con 

la diversidad total, influenciada principalmente por eventos históricos (Rodríguez 

& Vázquez-Domínguez, 2003). 

  De esta forma el término “factores locales” se ha vuelto sinónimo de 

factores abióticos, con lo cual se asume que en escalas locales el proceso 

estructurador de las comunidades es únicamente la selección, lo cual no es 

correcto, ya que en esta escala también puede haber influencia de otros 

procesos, así como efecto de las interacciones bióticas. Lo mismo ocurre para el 

término “factores regionales”, que se utiliza como sinónimo de algunos procesos 

asociados a escala regional como la deriva, pero que no necesariamente 

siempre ocurren a escala regional. En este sentido, Martiny y colaboradores 

(2011) describen asociación de las comunidades de Nitrosomonadales con 

distancia geográfica, y esta asociación la encuentran únicamente a escala local 

y no para escala regional, por lo que proponen que los límites de dispersión, en 

escala ecológica o local, podrían facultar que también ocurra deriva a esta 

escala. Por esta razón, es importante no utilizar los términos factores locales o 

regionales como sinónimos de selección o deriva respectivamente.  

 Por otro lado, y en este mismo sentido, el término “procesos históricos” 

también se ha utilizado como sinónimo de factores relacionados con la historia 

geográfica, por ejemplo la deriva o los límites de dispersión. Anderson y 

colaboradores (Andersson et al., 2014) resaltan que los procesos históricos, al 

ser eventos evolutivos y ecológicos que ocurren en el pasado, también 

involucran –además de límites de dispersión o deriva– selección por condiciones 

ambientales pasadas, un fenómeno que no ha sido muy estudiado en 

comunidades bacterianas. Por lo tanto debe evitarse utilizar el término “histórico” 

como sinónimo de factores geográficos o de aquéllos asociados con la historia 

geológica de las comunidades, teniendo en mente que es un término que abarca 
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cualquier proceso pasado que haya tenido efecto en la estructura de las 

comunidades2. 

 Por otra parte, es muy común encontrar referencias hacia la teoría neutra 

como “teoría estocástica” o “teoría de los ensambles por dispersión”, aunque ni 

la dispersión o la estocasticidad son características necesariamente neutras 

(Harpole, 2012). La neutralidad del modelo consiste en suponer que las especies 

no interactúan directamente y que la distribución de la diversidad no depende de 

competencia o respuestas al ambiente. El presuponer que la dispersión y la 

competitividad son equivalentes es lo que fundamenta la neutralidad de esta 

teoría, y el azar es el que conduce estos procesos definidos como neutros, 

desde el supuesto de la equivalencia. Se afirma frecuentemente que la 

dispersión o la competitividad son al azar o estocásticas, cuando lo importante 

es que el azar operará a partir de la equivalencia de estas características.  

 Por último, como una forma de evitar confusiones en el uso de conceptos 

frecuentes para el campo de estudio (e.g. factor vs. proceso), se elaboró la 

Tabla 3, en la que se muestran ejemplos de la forma en que se nombrarán 

algunos conceptos y términos en este trabajo, para evitar confusiones y que la 

terminología sea clara.  

 

 

 

Tabla 3. Ejemplos de conceptos y términos relevantes para la ecología de 
comunidades usados en este trabajo 
 

Concepto Ejemplos 

Factores y mecanismos Competencia, coexistencia, 

depredación, asociados a nicho, 

factores neutros, factores ambientales 

Patrones Decaimiento por distancia, especies-

área, gradiente latitudinal 

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
2 El término estructura de comunidades en este trabajo se refiere a la abundancia y distribución 
de especies. 
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Procesos Selección, deriva, diversificación, 

dispersión 

Perspectivas o aproximaciones en 

metacomunidades 

Modelo neutro, repartición de especies, 

dinámica de parches, efecto de masas 

 

 

2 Algunos patrones de distribución relacionados con este trabajo 

 

La biología ha reconocido patrones de distribución de comunidades desde 

inicios del siglo XIX (e.g. gradiente latitudinal, propuesto por Von Humboldt en 

1799), pero no es hasta la década de los 60s que los ecólogos comenzaron a 

interpretarlos, cuando los procesos de poblaciones se integraron a la disciplina 

de ecología de comunidades (Ricklefs, 2004), y la variación en el recambio de 

especies o diversidad beta se comenzó a asociar con factores locales, 

regionales o con las propiedades emergentes derivadas de las interacciones en 

la comunidad.  

 Algunos de estos patrones de distribución, en particular los relacionados 

con este trabajo, se describirán brevemente en los siguientes apartados. 

 

2.1 Decaimiento por distancia 

Un patrón importante que propone Whittaker (1960), derivado del concepto de 

diversidad beta, es el llamado “decaimiento de la similitud con la distancia”, el 

cual se ha encontrado en la mayoría de las comunidades de macroorganismos 

(Calderón-Patrón et al., 2012): las comunidades se parecen cada vez menos 

mientras mayor es la distancia que las separa. Se ha reportado que este patrón 

está controlado conjuntamente por procesos relacionados con factores 

ambientales (físicos y bióticos), configuración espacial y procesos neutros 

(Nekola & White, 1999; Soininen et al., 2007), aunque los factores ecológicos 

que generan este patrón no se han entendido del todo (Nemergut et a.l, 2013) y 

se han encontrado otros mecanismos que lo generan, como por ejemplo 

perturbaciones y comportamiento animal (Morlon et al., 2008). Nekola y White 
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(1999) reportan que esta relación es más fuerte (la pendiente es más 

pronunciada) en organismos con menor habilidad de dispersión.  

 

2.2 Invarianza regional 

Esta propuesta de estructura de la comunidad se deriva del modelo neutro y de 

los trabajos clásicos de biogeografía de islas (MacArthur & Wilson, 1967): la 

abundancia relativa de una especie dentro de una comunidad (isla) depende de 

su abundancia relativa en la fuente de colonización (poza regional o 

metacomunidad) desde la que migra. Este patrón se espera en comunidades 

que se encuentran bajo procesos neutros (Sloan et al., 2006), aunque existen 

estudios que reportan comunidades que se no ajustan a este patrón, a pesar de 

encontrarse dentro de los supuestos que se plantean. Por ejemplo, Langenheder 

& Székely (2011) en su experimento con microcosmos hecho en comunidades 

acuáticas de bacterias que habitan en pequeños huecos de rocas, encuentran 

que en algunos casos la estructura de estas comunidades es similar a la del 

agua de lluvia (fuente de colonización), pero en otros casos no lo es, y 

concluyen que la importancia de este proceso depende de la cantidad de 

generalistas o especialistas en la comunidad. Al respecto, se ha reportado que 

otros factores como es el orden de colonización (Gleason, 1927) y el tamaño del 

hábitat (Woodcock et al., 2007) pueden resultar en comunidades divergentes a 

la de la fuente de colonización.  

 

2.3 Patrones de aislamiento geográfico, ambiente físico e interacciones bióticas 

en un contexto histórico 

 “Los debates filosóficos que han acompañado el desarrollo de la ciencia 

frecuentemente han sido expresados en términos de dicotomías entre puntos de 

vista sobre la estructura de la naturaleza, la explicación de procesos naturales, y 

los métodos apropiados para investigar” (Levins & Lewontin 1985). Un ejemplo 

clásico de una dicotomía en ecología de comunidades ha sido el debate entre el 

planteamiento determinista de Clements (1916, 1936), con una visión de las 

comunidades como “superorganismos”, y en el otro extremo el punto de vista 
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reduccionista y azaroso, que reconoce sólo el nivel de individuo y niega a las 

comunidades, planteado por Gleason (1927), que aseguraba que la distribución 

de las especies respondía individualmente a factores ambientales. El 

planteamiento de Gleason se hace en el contexto de las ideas de Descartes, en 

las que el todo es la suma de sus partes, y en este sentido se considera que son 

las propiedades individuales las que determinan el comportamiento del sistema. 

Estas ideas denegaron durante mucho tiempo la posibilidad de propiedades 

emergentes en las comunidades a consecuencia de la interacción de sus partes 

(Valiente B. et al., 2014), esto es, no reconocían la importancia de las 

interacciones bióticas en la estructuración de las comunidades. 

Hoy en día esta dicotomía aún se cita y se discute sobre todo en la 

literatura que estudia comunidades microbianas (e.g. Schmidt et al., 2014), 

expresada como procesos determinísticos vs. procesos estocásticos, o factores 

ambientales (nicho) vs. factores neutros.  

El fondo de la discusión entre Clements y Gleason, es el reconocimiento 

(o negación) de ese “ente organísmico” que Clements llamó comunidad. Era un 

planteamiento conceptual muy distinto a lo que hoy se reconoce como una 

comunidad, pero fue el planteamiento formal que permitió que las comunidades 

se volvieran campo de estudio, y también permitió que se reconociera el valor 

del papel de las interacciones en las comunidades. Por su parte Gleason 

propone que hay un mayor papel del azar y las especies se distribuyen de 

acuerdo a sus propiedades individuales, lo que produce que una respuesta a 

factores abióticos. Es importante resaltar que la dicotomía planteada en la 

literatura actualmente no debate entre la existencia o no de comunidades. Es en 

todo caso una mezcla entre los planteamientos de Clements y Gleason, ya que 

el debate actual se centra entre el papel que tiene el azar en la estructura de las 

comunidades (Gleason) vs. el papel de los factores ambientales, lo que implica 

factores bióticos / interacciones (Clements) o factores abióticos (reconocidos por 

Gleason). Por esta razón los nombres de Clements y Gleason deberían 

mencionarse como un viejo debate clásico, interesante desde el punto de vista 
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histórico, pero se sugiere no utilizar estos nombres como representantes de este 

otro debate actual entre factores neutros vs. factores de nicho.  

No es tarea simple distinguir estos dos factores (neutro vs. nicho) 

(Ricklefs, 2004), entre otras razones porque frecuentemente la distancia 

ambiental (referida en la gran mayor parte de los reportes de comunidades 

microbianas como factores abióticos) y la geográfica están intercorrelacionadas 

(Gilbert & Lechowicz, 2004), o porque fuertes gradientes ambientales favorecen 

un filtro ambiental sobre dinámicas neutrales (Östman et al., 2010; Östman et al., 

2012). Actualmente se propone un nuevo enfoque que plantea sintetizar ambas 

perspectivas (Leibold & McPeek, 2006; Ricklefs, 2004), el cual propone que las 

comunidades se sitúan entre algún lugar entre estos dos extremos teóricos 

(Gravel et al., 2006; Thompson & Townsend, 2006).  

Dicotomías como las mencionadas, históricas o actuales, han sido 

consecuencia de las filosofías dominantes y reduccionistas que han 

predominado en la ciencia de los países orientales, y producen que el estudio de 

sistemas complejos, como es el caso de las comunidades, no sea el adecuado 

(Levins y Lewontin 1985). Los enfoques que sugieren un punto intermedio para 

los extremos teóricos, apoyan la idea de la “existencia de muchas posibles 

configuraciones de poblaciones que preservan las mismas propiedades 

cualitativas a nivel de un todo”. Esto produce una visión más allá de un extremo 

u otro, planteando un gradiente o combinación de posibilidades. Por ejemplo 

Levins y Lewontin (1985) afirman que “los procesos estocásticos podrían ser las 

bases de los procesos determinísticos, y los determinísticos las bases de los 

estocásticos, no se excluyen unos a otros”. 

 

3 Patrones en comunidades microbianas ¿qué se sabe? 

 

3.1 Teorías de macroorganismos aplicadas a procariontes 

Debido a su tamaño, los microorganismos sólo pueden ser estudiados utilizando  

herramientas específicas. Por ejemplo, el microscopio ha sido la herramienta 

clásica que desde hace más de un siglo permitió aproximarse a su morfología. 
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Hoy en día las técnicas moleculares que continúan perfeccionándose han sido 

claves para analizar su metabolismo y rasgos genéticos (Green et al., 2008; 

Williamson & Yooseph, 2012; Zarraonaindia et al., 2013; Eguiarte et al., 2013), 

datos que han sido útiles para describir la distribución y diversidad microbiana.  

 Algunos autores aseguran que “no existe teoría en ecología microbiana” 

(Prosser et al, 2007), o se argumenta que, a pesar de la revolución darwinista, 

los avances de la ecología microbiana son equivalentes a los de la ecología de 

los macroorganismos antes de que Darwin zarpara en el Beagle. Por ejemplo, 

los microbiólogos aún no pueden acordar cuántas especies de bacterias existen: 

se calculan estimados con desviaciones entre ellos de hasta 5 a 6 órdenes de 

magnitud (Torsvik & Øvreås, 2002; Lee, 2014). Estas afirmaciones se deben a 

que el desarrollo reciente de esta área (ca. 25 años) no ha permitido aún que la 

información sobre estos organismos sea tan abundante como es hoy en día la 

descripción de la historia natural de los macroorganismos.  

 Sin embargo, existe información generada a partir de algunos 

microorganismos modelo, por ejemplo en cuanto a las relaciones entre genotipo 

y fenotipo así como la comprensión profunda de los mecanismos moleculares 

detrás de su metabolismo. Esta información ha llevado a algunos investigadores 

a generalizar a todas las bacterias a partir de unos cuantos ejemplos muy 

conocidos. Por ejemplo, muchos autores afirman que el tamaño pequeño de los 

microorganismos, así como su enorme tamaño poblacional y sus rápidas tasas 

de crecimiento (como es el caso de Escherichia coli) implican necesariamente 

una gran dispersión (eg. Soininen, 2014) , aunque otros estudios descartan esta 

idea (Zinger et al., 2014), ya que reportan que la pendiente de las curvas taxa-

área (TAR) es la misma que para organismos grandes, lo que significa que la 

capacidad de dispersión de los microorganismos es limitada, a pesar de su 

tamaño. Otra similitud de los microorganismos con las comunidades ecológicas 

en general, es la distribución de las abundancias (Lee, 2014), con dominancia de 

pocas especies, y a su vez con un gran número de especies que están 

representadas por pocos individuos (Pedrós-Alió, 2012). 
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 La comprensión de los procesos detrás de los patrones biogeográficos ha 

resultado una tarea compleja, incluso para macroorganismos (Ricklefs, 2004). 

Nemergut et al. (2013) plantea la necesidad de reconocer y definir 

características particulares de los microorganismos que permitan plantear 

hipótesis y alternativas que se ajusten a distribución. El tamaño pequeño no es 

una característica útil que permita inferir su distribución, ya que no resulta 

informativa per se (Nemergut et al. 2013). En cambio lo que sí se sabe y se ha 

estudiado, es que los eventos de dispersión activa en microorganismos son 

raros, por lo que, si la forma de dispersión en los microorganismos es pasiva, 

resulta poco probable que resulte en múltiples eventos a grandes distancias. 

Latencia y plasticidad fenotípica, así como la relación entre caracteres y 

taxonomía son características que también pueden resultar útiles para entender 

su distribución (Nemergut et al., 2013).  

 En resumen, podemos concluir que las particularidades de los 

microorganismos no los excluyen de las teorías ecológicas. Mientras mejor se 

defina y se conozca la ecología de los microbios, sus patrones de distribución 

espacial podrán asociarse con mayor certeza a los procesos que los estructuran. 
 

3.2 De dicotomías y formas de aproximarse a los mecanismos que estructuran a 

las comunidades microbianas 

Aún siendo una disciplina muy joven, no han faltado dicotomías para la ecología 

microbiana. Hace unos 20 años, los ecólogos microbianos se dividieron en 

aquéllos que aseguran grandes tasas de dispersión en los microorganismos 

(como se describe en el apartado anterior), lo cual implica asumir que la 

dispersión de los microorganismos es al azar, y se aseguraba que el ambiente 

era el responsable de la estructura de sus comunidades (abiótico en la mayoría 

de los reportes), lo que corresponde a la hipótesis 2 de la Tabla 2. Este 

planteamiento se basó en la citadísima frase que Baasbeking (1934) declaró a 

inicios del siglo pasado: “todo está en todos lados pero la naturaleza selecciona”, 

una idea descartesiana similar a las ideas de Gleason (ver apartado 2.3) en 

contexto con los planteamientos de esa época. Finlay (2002) es uno de los 



	  

 17 

representantes modernos y defensor de ese planteamiento. Por otro lado 

algunos grupos de trabajo se dieron a la tarea de demostrar límites de dispersión 

para microorganismos, por lo que se utilizaron herramientas de la teoría neutra 

que permitieron probarlo, por ejemplo con reportes de decaimiento por distancia 

(e.g. Martiny et al., 2011, Zinger et al., 2014 ), correspondiente a la hipótesis 3 

de la Tabla 2, y también por medio de patrones taxa-área (e.g. Bell et al., 2005, 

Noguez et al., 2005). La dificultad para distinguir un factor de otro (factores 

abióticos vs. distancia geográfica) ya se ha mencionado previamente (apartado 

2.3), y hoy en día se asegura con mayor frecuencia en la literatura, que ambos 

factores pueden estructurar a la vez a las comunidades bacterianas. Esta 

aproximación para estudiar a las comunidades, por medio de la asociación a 

factores abióticos, distancia genética o ambos (Tabla 2), es la que ha 

predominado en la literatura en los últimos años, y es la manera en la que se ha 

trabajado en esta tesis.  

En este sentido, el término “biogeográfico” (equivalente a regional) ha 

sido ampliamente utilizado en muchos artículos que estudian a las comunidades 

microbianas, para referirse a la manera en la que se distribuyen las bacterias, 

haciendo referencia a que no se toma en cuenta la ecología (interacciones 

bióticas) en esta distribución. Pero muchos de estos “patrones biogeográficos” 

descritos, ocurren a escalas locales, y es en esta escala que se estudia la 

asociación a factores abióticos o a distancia genética como se comentó en el 

párrafo anterior.  

¿Pero qué sucede entonces con las interacciones bióticas y cuál es el 

efecto que tienen en las comunidades de microbios? Se ha asumido que las 

bacterias y otros microorganismos tienen vidas unicelulares independientes, sin 

el comportamiento cooperativo que se ha descrito para mamíferos, pájaros o 

insectos, pero esta idea ha cambiado en años recientes, y se ha descubierto que 

los microorganismos también presentan comportamiento social en complejos 

sistemas de cooperación, comunicación y sincronización (para una revisión, ver 

West 2007), una historia que recuerda a la ya descrita dicotomía entre Clements 

y Gleason (apartado 2.3). El papel de los microorganismos en los ecosistemas 
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está empezando a comprenderse, su participación en ciclos biogeoquímicos y su 

aportación en la productividad de suelos o en el mar (Horner-Devine et al., 2004, 

van der Heijden et al., 2008) ejemplifican que las interacciones entre ellos y con 

macroorganismos son muy frecuentes (West 2007). 

Explorar las interacciones de microorganismos no es una tarea fácil. La 

forma más común de hacerlo es a través del cultivo de bacterias, ya que este 

método  permite caracterizarlas en forma precisa en el laboratorio, y es posible 

generar redes de interacciones a partir de aquéllos rasgos que se han 

determinado con certeza (eg. Aguirre-von-Wobeser et al., 2014). Pero las 

bacterias de cultivo representan una pequeña fracción de la diversidad total, 

porque son tan sólo el 1% es cultivable (Vartoukian et al., 2010). Así, el estudio 

del material genético obtenido directamente del ambiente (metagenómica), 

además de la secuenciación de un número cada vez mayor de genomas 

bacterianos, ha permitido una nueva aproximación a la diversidad y las 

funciones de las comunidades de bacterias. En la literatura ya existen algunos 

reportes que plantean analizar la estructura de estas comunidades a nivel 

funcional (e.g. Goberna et al., 2014, Barberán et al., 2014), por medio de 

inferencias a partir del gen 16S ADNr, bajo el supuesto de que las funciones en 

microorganismos (aquéllas que son más complejas) se encuentran conservadas 

para ciertos taxa (Martiny et al., 2013). De esta forma, por medio de 

comparaciones con los genomas microbianos que están disponibles en las 

bases de datos mundiales, se infiere la presencia o ausencia de caracteres en 

las comunidades estudiadas. La interpretación de este tipo de datos resulta 

controversial, ya que por un lado las tasas de transferencia horizontal de genes 

en bacterias (para una revisión, ver Boto et al., 2010) se ha reportado que es 

muy alta, aunque sobre todo y con mayor frecuencia, entre linajes o taxa 

similares, y por otra parte no todos los atributos funcionales se encuentran 

conservados filogenéticamente, por ejemplo aquellos atributos que no son 

complejos no mantienen este patrón (Martiny et al., 2013). En un futuro, cuando 

sea posible ensamblar la mayoría de los genomas que hay en una muestra de 

ADN ambiental, podrán determinarse en forma directa los caracteres que existen 
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en las comunidades. Por lo pronto, la forma de aproximarse a la estructuración 

de las comunidades bacterianas desde las interacciones bióticas, tendrá que 

continuar realizándose de manera indirecta.  

  

3.3 Sobre patrones de distribución, taxa y generalizaciones 

Existen algunas características de los microorganismos, reconocidas y 

mencionadas en la literatura como determinantes en la definición de patrones, 

como lo es la baja abundancia, que define a los llamados taxa “raros”. Se ha 

reportado que estos taxa tienen actividades y funciones metabólicas 

características y/o particulares (Pedrós-Alió, 2012), cuyos patrones de 

distribución son diferentes al compararlos con los de los taxa abundantes 

(Galand et al., 2009). En relación con la historia de vida, los taxa son 

generalmente clasificados en especialistas y generalistas. Frecuentemente se 

menciona en la literatura que los taxa generalistas son dominantes en las 

comunidades (Székely & Langenheder, 2014), y los especialistas son taxa raros. 

Además se ha sugerido que los taxa generalistas presentan una distribución 

neutra, dado que son taxas que se ensamblan por mecanismos relacionados a 

la dispersión, debido a su capacidad de ocurrir en un amplio rango de hábitats, 

mientras que los especialistas, restringidos a ciertos hábitats, estarán asociados 

principalmente a factores abióticos (Pandit et al., 2009). En este mismo sentido, 

Lepère et al. (2013) plantean que los taxa raros también son susceptibles a 

límites de dispersión, porque la probabilidad de que un propágulo se disperse es 

reducida, ya que la posibilidad de colonización y establecimiento de este tipo de 

taxa es muy baja. Por otra parte, Logares et al. (2013) plantean lo contrario, 

argumentando que los taxa raros se apartan del modelo nulo porque tienen 

crecimiento lento y son taxa latentes, lo cual conlleva a no cumplir con la 

condición neutra de tener crecimiento equivalente para todos los taxa.  

 Estas dos últimas generalizaciones sobre los taxa poco abundantes, 

describiéndolos como de lento crecimiento o malos dispersores, se basa en 

suposiciones vagas, lo que lleva a conclusiones contradictorias. Evidencia 

experimental en cepas silvestres aún dentro de organismos modelo como 
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Bacillus (Valdivia et al., sometido) demuestran que cada genotipo, incluso dentro 

de una misma especie, tiene diferentes estrategias de crecimiento. Por otra 

parte, la dispersión no sólo depende de la capacidad de movimiento intrínseca 

de cada especie, sino de la capacidad particular de cada cepa migrante para 

adaptarse a nuevas condiciones. De lo anterior se desprende que puede haber 

organismos especialistas asociados con una alta abundancia o generalistas con 

baja dominancia en las comunidades microbianas. 

 
3.4 Particularidades de los patrones de distribución y diversidad encontrados en 

microorganismos 

 En cuanto a los factores ambientales o de distancia, parece ser que las 

comunidades bacterianas están gobernadas principalmente por factores 

ambientales (Wang et al., 2013), porque son más frecuentemente detectados, 

con un 94% de las publicaciones analizadas, contra un 69% para efecto de 

distancia (Hanson et al., 2012). Por otra parte, en estudios que analizan 

mesocosmos, se ha encontrado que los factores neutros son importantes, sobre 

todo al inicio de los ensambles, por ejemplo en las comunidades acuáticas 

bacterianas descritas previamente, que habitan en pequeños en huecos de 

rocas, las cuales son similares en etapas iniciales a la fuente que las coloniza 

(agua de lluvia) (Langenheder & Székely, 2011), o las comunidades bacterianas 

en el suelo 4 semanas después de un incendio, que tienen menores 

desviaciones nulas que aquéllas en las que el suelo no sufrió alteraciones  

(Ferrenberg et al., 2013). 

 Respecto a las escalas, las temporales son de gran importancia. Por 

ejemplo, se ha reportado que una heterogeneidad ambiental que es estable en 

el tiempo determina que las comunidades presenten fuertes procesos de 

selección, ya que esa estabilidad temporal permite que las comunidades se 

adapten a los distintos ambientes (Rainey & Travisano, 1998). En cambio, si la 

heterogeneidad ambiental está dada por modificaciones en una temporalidad 

corta, esto genera comunidades con taxa adaptados a estas grandes 

variaciones (generalistas) y con predominancia de procesos neutros, por 



	  

 21 

ejemplo en los suelos, recientemente descritos por Barberán et al. (2014) o en la 

superficie del mar (Ghiglione et al., 2012), que presentan comunidades 

compuestas principalmente por taxa generalistas. 

 Por otra parte, los patrones no han resultado tan claros para el caso de la 

escala espacial. Hanson et al. (2012), encuentra que patrones biogeográficos 

estructurados por factores neutros han sido reportados tanto a escalas grandes 

(más de 5000 km) como pequeñas (0-1 km). Martiny et al. (2011) también ha 

reportado efecto geográfico a escala local, argumentando que a este nivel las 

bacterias tienen dispersión limitada, por lo que el efecto geográfico se hace 

evidente. Pero a escalas mayores estos autores han encontrado que los factores 

ambientales son los que determinan la estructura de las comunidades, aunque 

no descartan que ambos factores, tanto neutros como ambientales, pueden 

operar en todas las escalas.  

 Respecto a la amplitud de la distribución de los taxa, Barberán et al. 

(2014) reporta que genomas grandes, que son los que tienen mayor versatilidad 

metabólica  –esto es, mayor potencial genómico funcional– presentan 

distribuciones ambientales y geográficas más amplias. Asimismo, estos autores 

encuentran que taxa con intervalos de distribución similares pueden no compartir 

historias evolutivas o filogenéticas, pero sí atributos funcionales. Barberán et al. 

(2014) sugieren que estas comunidades de grandes genomas versátiles tienen 

mayores tasas de transferencia horizontal, lo que produce que los atributos 

funcionales no se encuentren conservados filogenéticamente. 

 Estos atributos funcionales han sido también explorados como un 

mecanismo determinante en los patrones de distribución bacterianos, y se ha 

propuesto que un marco teórico basado en atributos puede usarse para 

entender ensambles de comunidades (Burke et al., 2011; Barberán et al., 2012) 

y para explicar cambios de composición en gradientes ambientales (Edwards et 

al., 2013). Respecto a la distribución de estos caracteres en la filogenia de los 

microorganismos, Martiny et al. (2013) reportan que caracteres complejos (e.g. 

fotosíntesis o metanogénesis) se distribuyen en pocos clusters filogenéticos 

asociados a largas ramas en la filogenia, lo que refleja taxa diferenciados en 
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mayor tiempo evolutivo, mientras que caracteres fisiológicos adaptativos más 

simples, como el uso de sustratos de carbono, se encuentran filogenéticamente 

dispersos, tal como sucede en las comunidades de suelo de Barberán et al. 

(2014), descritas en el párrafo anterior. Wang et al. (2013) por otra parte, 

encuentra clusters filogenéticos (en este estudio se reportan los clusters en 

ramas cortas, que corresponden a tiempos evolutivos recientes) asociados a 

nichos ecológicos, por lo que concluye que esta asociación a hábitat ha 

emergido a través de adaptaciones evolutivas de ciertos taxa en las 

comunidades microbianas. 

 

4 Diversidad y biogeografía de sistemas acuáticos bacterianos 

Los ecosistemas acuáticos ocupan más del 70% de la superficie de la tierra, y 

están dominados por microorganismos planctónicos que los habitan (para una 

revisión detallada, ver Zinger, Gobet & Pommier, 2012). Los ecólogos 

microbianos especializados en estos sistemas contaban, hasta hace muy poco 

tiempo, con escasa información sobre los procesos y factores que determinan la 

estructura de estas comunidades acuáticas (Jones et al., 2012). Dada la 

importancia de estas comunidades bacterianas en la transformación de materia 

orgánica, flujos de energía y  ciclos biogeoquímicos (Brown et al., 2014) (por 

mencionar algunos ejemplos), recientemente se ha comenzado ha publicar cada 

vez más información al respecto.  

 Sobre la distribución y la estructura de las comunidades en el mar, se 

sabe que es compleja y está determinada entre otros factores, por corrientes de 

agua sujetas a fenómenos como efecto coriolis, viento, gravedad, y calor del sol, 

o en el caso de la zona profunda, por la circulación de termoclinas (para una 

revisión consultar Brown et al., 2014). Todos estos factores producen desde 

corrientes que pueden transportar a las bacterias a grandes distancias hasta  

fuertes cambios ambientales. Se han observado patrones de diversidad beta 

para bacterias marinas, aunque no siempre son equivalentes a los patrones que 

existen para estudios macroecológicos (Brown et al., 2014). Por ejemplo, se han 

reportado patrones cíclicos estacionales (Jones et al., 2012), también una fuerte 
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asociación entre variación ambiental y diversidad beta (Hatosy et al., 2013), pero 

además se describen patrones de decaimiento por distancia (Jones et al., 2012; 

Zinger et al., 2014). La estructura de las comunidades en la superficie es distinta 

a las comunidades de muestras profundas, con mucho recambio en la superficie 

y menor diversidad filogenética (ramas más cortas en la filogenia), debido a que 

las condiciones ambientales tan cambiantes en poco tiempo no producen mucha 

divergencia entre las especies. Las poblaciones que se encuentran a grandes 

profundidades tienen mayor diversidad filogenética, porque las condiciones 

ambientales son más estables, y permiten que el tiempo para adaptarse a ellas 

sea mayor (Ghiglione et al., 2012). 

 Los lagos y estanques, por otra parte, son particularmente útiles para 

realizar estudios macroecológicos, debido a su naturaleza discreta y su 

estructura geográfica estable (Hortal et al., 2014). Estos hábitats son 

equivalentes a islas en un mar de tierra, y al igual que una verdadera isla, 

poseen tamaño, forma, diversidad e historia particulares. Factores ambientales y 

de distancia han sido estudiados y reportados como estructuradores de 

comunidades en estos sistemas (Lindström & Langenheder, 2012). Östman et al. 

(2012) han sugerido que la importancia relativa de estos dos factores en estos 

hábitats depende de la heterogeneidad ambiental entre los sitios estudiados, y 

que una gran variación ambiental promoverá que factores ambientales sean los 

que determinen la estructura de las comunidades. Estos autores reportan que 

las comunidades acuáticas de lagos en Suecia mostraron una asociación 

significativa entre el grado de invarianza regional y la variación entre variables 

ambientales. 

 Los datos metagenómicos han permitido una comparación más precisa 

entre las comunidades acuáticas. Se ha determinado que las comunidades del 

mar, comparadas con las de lagos, sí comparten algunas funciones, pero existen 

grandes diferencias. Estas diferencias se deben a adaptaciones muy específicas 

para cada tipo de hábitat (Eiler et al., 2014), como genes asociados a la 

degradación de polisacáridos de las plantas presentes en los sistemas 

terrestres, para el caso de los lagos, o a la degradación de material proteico del 
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plancton, en el caso del mar. Respecto al promedio del tamaño efectivo del 

genoma (Eiler et al., 2014), se ha definido un mayor tamaño en lagos, de 1.91 

mega (millones) pares de bases, y de 1.33 mega pares de bases para sistemas 

marinos, posiblemente porque el tamaño pequeño permite una mejor adaptación 

a sistemas oligotróficos (Giovannoni et al., 2005, Grote et al., 2012). Los 

metagenomas marinos son los que poseen más genes metabólicos 

(comparados con genomas de bacterias de lagos), lo que probablemente se 

debe, como Ghiglione et al., (2012) lo reporta, a que en la superficie del mar 

habitan bacterias adaptadas a sobrevivir a los fuertes cambios ambientales que 

se dan en breves lapsos de tiempo, por lo que son capaces de ocupar hábitats 

más amplios (para lo que se requiere mayor cantidad de genes metabólicos), 

similar a lo que se ha reportado para bacterias de suelo (Barberán et al., 2014). 

En cambio los lagos constituyen sistemas cerrados y se han descrito como 

ambientes que pueden producir fuertes cuellos de botella en algunos taxa, así 

como menores tasas de recombinación comparados con taxa marinos 

(Zaremba-Niedzwiedzka et al., 2013), reflejando una mayor adaptación a 

condiciones ambientales particulares.  

 

5 Los sistemas acuáticos del desierto, el caso de Cuatro Ciénegas 

Los sistemas acuáticos del desierto son poco comunes. Conocidos como 

“archipiélagos acuáticos”, son semejantes a las islas oceánicas que han 

permitido la sobrevivencia de plantas y animales no acuáticos, cuya colonización 

se ha debido a la dispersión de organismos de tierras adyacentes; a diferencia 

de la biota de las pozas en el desierto, ecosistemas en los que habitan 

organismos remanentes y relictos de otros tiempos (Unmack & Minckley, 2008). 

 El valle de Cuatro Ciénegas (CCC) es una área húmeda de gran 

importancia, que se ubica en el desierto Chihuahuense. Se encuentra delimitado 

por grandes cadenas montañosas formadas a partir de una compleja historia 

geológica (Souza et al., 2006; Wolaver et al., 2008). Esta área natural protegida 

alberga más de 70 especies de plantas y animales endémicas. Por otra parte, 

CCC posee un gran cantidad de sistemas acuáticos con condiciones 
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fisicoquímicas contrastantes (Elser et al., 2005). El sistema hidrogeológico es 

complejo; se propone que los sistemas acuáticos más cercanos a la base de la 

montaña, con menor conductividad y mayor temperatura, descargan 

directamente de la montaña (la sierra de San Marcos y Pinos), y el resto de los 

sistemas están modificados por evapotranspiración, interacción con depósitos 

superficiales y/o enfriamiento (Johannesson et al., 2004, Evans 2005). Se 

calcula que las aguas tardan más de 20 años en atravesar esta sierra, para 

emerger formando algunos de los numerosos cuerpos de agua del valle (Forti et 

al., 2004), y más recientemente se reporta que el agua en estos sistemas es una 

mezcla de agua subterránea muy antigua (calculado que puede tener hasta 60 

años de residencia) que proviene de fallas profundas, caracterizados por la 

presencia de sulfato de calcio (Wolaver et al., 2013). Otros cuerpos de agua se 

componen de una mezcla de agua de lluvia con la del acuífero regional, y se 

identifican por tener bicarbonatos en lugar de sulfato de calcio (Wolaver et al., 

2013). Existe un gran número de canales de drenaje subterráneo que atraviesan 

los sedimentos del valle y son los que dan origen a estos sistemas acuáticos 

(Forti et al., 2004), de los cuales no hay información precisa sobre la conexión 

subterránea entre ellos. 

 Es un sitio oligotrófico, en el que las concentraciones de fósforo (P) son 

bajas  tanto en suelo como en agua (Elser et al., 2005; Breitbart et al., 2009; 

Peimbert et al., 2012; López-Lozano et al., 2012). En Pozas Azules por ejemplo, 

se reportan medidas de hasta 0.1 mg/L de fósforo total (Pajares et al., 2012), o 

una relación N:P en promedio de 157:1 (Souza et al., 2012) reportado en Río 

Mezquites (Elser et al., 2005). A pesar de esta limitante, las comunidades 

bacterianas son muy abundantes y diversas, con numerosas especies 

endémicas (Souza et al., 2006; Cerritos et al., 2011; Escalante et al., 2008). 

Estas bacterias presentan además una gran diversidad de funciones 

metabólicas (Breitbart et al., 2009; Peimbert et al., 2012; Bonilla-Rosso et al., 

2012). 

 En cuanto a la distribución de esta gran diversidad en el valle, las 

evidencias sugieren fuertes procesos de selección ambiental y adaptación local 
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en las poblaciones o comunidades de bacterias, ya que se ha reportado desde 

una alta especialización de genes en el género Bacillus (Alcaraz et al., 2010), 

hasta asociación a factores ambientales como conductividad (una medida 

relacionada a la salinidad del agua) (Cerritos et al., 2011), estacionalidad 

(Rodríguez-Verdugo et al., 2012), hábitat (Rebollar et al., 2012) o humedad 

(López-Lozano et al., 2012). Se ha propuesto además que los niveles de 

transferencia horizontal de genes (HGT por sus siglas en inglés) son limitados 

(Souza et al, 2008), por lo que la HGT no es suficiente como para romper el 

desequilibrio de ligamiento, ni por lo tanto, para alterar los patrones de 

diferenciación microbiana, siendo esta la explicación que se ha propuesto sobre 

la clonalidad de las poblaciones reportadas para distintas especies de bacterias 

(e.g. Pseudomonas (Escalante, 2008), Exiguobacterium (Rebollar et al., 2012) o 

Bacillus (Cerritos et al., 2011); para estas tres especies se reportan evidencias 

históricas (cuellos de botella) detectadas en un mismo período de tiempo (Avitia 

et al., 2014).  

 Por otro lado los análisis genómicos reportan un tamaño de genoma 

reducido en el género Bacillus (Alcaraz et al., 2008) y en diversos phyla que 

coexisten en las comunidades de tapetes microbianos (Peimbert et al., 2012), lo 

cual es similar a lo reportado para otras bacterias que habitan ambientes con 

poca cantidad de nutrientes, como son las bacterias en el mar (Eiler et al., 2014), 

pero la baja proporción de genes para metabolismo secundario detectados para 

los genomas de Bacillus de CCC (Alcaraz et al, 2010), sugiere que se trata de 

bacterias con poca amplitud de nicho, de acuerdo a la propuesta de Barberán et 

al. (2014), aunque esta propuesta no es más que una aproximación, ya que la 

adaptación a diferentes nichos no sólo depende de estos genes.  

 Por último, en cuanto a los estudios de las comunidades bacterianas del 

valle en el contexto de mesocosmos en suelo (López-Lozano et al., 2012, 2013)  

y microcosmos en agua (Pajares et al., 2012, 2013), ambos trabajos describen 

comunidades diversas de bacterias en las que los eventos de perturbación 

produjeron cambios drásticos en su composición, lo que refleja la fragilidad de 

estos sistemas. 
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OBJETIVOS 
 

1. Describir la distribución y diversidad de comunidades de bacterias acuáticas, 

utilizando el gen que codifica para el 16S ARNr. 

2. Presentar los alcances y limitaciones de tres métodos moleculares (T-RFLPs, 

biblioteca de clones y secuenciación shotgun de metagenoma). 

3. Reflexionar sobre la estructuración de comunidades bacterianas acuáticas 

bajo distintas condiciones de muestreo (escala de muestreo local o regional, en 

condiciones abióticas similares o contrastantes).  
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RESUMEN
En este trabajo describimos la comunidad procarionte de una muestra de agua marina del canal de Yucatán. Para la 
determinación de la diversidad microbiana se usaron tres métodos moleculares: 1) T-RFLPs. 2) Secuenciación de am-
plicones (bibliotecas de clones). 3) Secuenciación shotgun de un metagenoma. Como un segundo objetivo, se presenta 
una comparación de los alcances y los límites de cada uno de estos tres métodos. Para esta comparación, se tomaron 
en cuenta tres criterios: el número de unidades taxonómicas detectadas, la precisión en la asignación taxonómica y 
el costo del estudio. Los taxa más abundantes fueron Candidatus Portiera OTU 3744 (equivalente al clado SAR86) y 
Candidatus Pelagibacter. Los resultados mostraron que la estrategia de secuenciación shotgun de ADN es la más po-
derosa en términos de unidades taxonómicas detectadas, mientras que los datos que se obtuvieron por T-RFLPs y con 
la biblioteca de clones representan sólo una submuestra de la biblioteca de fragmentos generados mediante shotgun. 
En cuanto a resolución filogenética (determinación taxonómica), la aproximación más precisa es la secuenciación 
de bibliotecas de clones. Los costos de las tres estrategias varían considerablemente, pero sus alcances también lo 
hacen. Por lo tanto, es importante tomar en consideración que algunas preguntas ecológicas y evolutivas sólo pueden 
ser contestadas específicamente por una u otra metodología.

Palabras clave: Clonación, diversidad procarionte, NGS, shotgun, T-RFLPs.

ABSTRACT
In this study we describe a prokaryotic community from a seawater sample obtained in the Yucatan Channel, using 
for this purpose three molecular methods: 1) T-RFLPs. 2) Sequencing of amplicons (clone libraries). 3) Metagenome 
shotgun sequencing; the three are useful for the determination of microbial diversity. We also present a comparison of 
the scope and limits of each method. The comparison took into account three criteria: the number of taxonomic units 
detected, the taxonomic assignment accuracy and the cost of the study. The most abundant taxa were Candidatus 
Portiera OTU 3744 (equivalent to SAR86 clade) and Candidatus Pelagibacter. The results showed that the shotgun se-
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INTRODUCCIÓN

La diversidad microbiana es una pieza de conocimiento indis-
pensable para comprender el funcionamiento de los ecosiste-
mas, ya que los microbios son un componente fundamental en 
los procesos biogeoquímicos (Fierer & Lennon, 2011; Nazaries 
et al. 2013). Sin embargo, este componente fue pasado por alto 
durante años en la literatura ecológica, debido en parte a la falta 
de herramientas técnicas que permitieran analizar y modelar el 
papel de los microorganismos en los ecosistemas (Hughes et al., 
2006). En las dos últimas décadas ha surgido una gran variedad 
de herramientas moleculares para el estudio de la composición 
de comunidades microbianas enteras (Green et al., 2008; Segata 
et al., 2013; Zarraonaindia et al. 2013). Estos avances tecnológicos 
han abierto la puerta al crecimiento sin precedentes de estudios 
ecológicos de los microorganismos en sus ambientes naturales 
(Allison et al. 2013; Bonilla-Rosso et al. 2008, 2012; Peimbert et al. 
2012).

Los estudios modernos sobre diversidad microbiana ini-
cian con la extracción de ADN total de una muestra ambiental. 
Posteriormente puede trabajarse con técnicas que analizan los 
genomas completos de la muestra o con otras que se enfocan 
en la amplificación de un solo gen. Dentro de esta segunda op-
ción existen marcadores moleculares con los que se analiza la 
diversidad de fragmentos de genes o de regiones específicas 
(fingerprint) o marcadores que se utilizan para analizar secuen-
cias individuales de genes, que generalmente involucran la clo-
nación de los amplicones. Por otro lado, están las técnicas que 
secuencian directamente el ADN total de la muestra, como es el 
caso de la secuenciación shotgun (secuenciación de fragmentos 
al azar, la única de este tipo que no precisa de amplificación de 
regiones particulares) o más recientemente, las técnicas conoci-
das como secuenciación de nueva generación (Next Generation 
Sequencing o NGS por sus siglas en inglés) (Eguiarte et al. 2013; 
Williamson & Yooseph, 2012). En estas últimas (por ejemplo, piro-
secuenciación 454, SOLiD o Illumina/Solexa), sí existe un paso de 
amplificación al enriquecer las bibliotecas; la amplificación pue-
de hacerse en todos los fragmentos que se generan o también es 
posible amplificar regiones específicas.

América Latina es una de las regiones a nivel mundial con 
mayor biodiversidad en macroorganismos (CONABIO, 1988; Rze-
dowski, 2006). Sin embargo, de acuerdo con una revisión reali-
zada en ISI Web of Knowlegde (rango: 1980-2009, palabra clave: 

microbial diversity), esta región del mundo ha publicado el menor 
número de reportes en comparación con EE UU, Europa y Asia. La 
revisión realizada también reflejó un incremento de publicacio-
nes en todo el mundo en la última década analizada (2000-2009). 
Una probable causa de estas observaciones es que los análisis 
moleculares se han vuelto más accesibles en los últimos años, 
por lo que se ha hecho posible describir y estudiar la diversidad 
de microorganismos en cualquier lugar del mundo (para una revi-
sión véase Lindstrom & Langenheder, 2012).

El objetivo de este trabajo es la evaluación de tres métodos 
moleculares: fingerprint, en particular Fragmentos Terminales 
de Restricción Polimórficos por Tamaño (T-RFLPs por sus siglas 
en inglés), biblioteca de clones derivadas de PCR y biblioteca de 
secuencias generadas por shotgun, utilizados para analizar la di-
versidad procarionte de una muestra ambiental de agua marina 
del canal de Yucatán (muestra GS017 reportada por Rusch et al. 
2007). La composición taxonómica de la comunidad microbiana 
fue analizada aplicando el marcador del gen 16S ADNr. Los tres 
criterios de análisis para evaluar las metodologías empleadas 
fueron: 1) la comparación del número de unidades taxonómicas 
identificadas por cada método, 2) la precisión en la determinación 
de los grupos taxonómicos y 3) los costos para cada una de las 
metodologías.

MATERIALES Y MÉTODOS

Se analizó la composición microbiana en una muestra de agua 
marina (GS017) que fue tomada a 2 m de profundidad en el mar 
abierto del canal de Yucatán (20o31´21´´N; 85o24´49´´O), a unos 150 
km al este de la isla de Cozumel, México (Rusch et al. 2007).

Extracción de ADN: El ADN se extrajo de una porción del filtro 
obtenido en la expedición del grupo de Rusch (Rusch et al, 2007), 
utilizando el método reportado en ese mismo trabajo.

Métodos asociados a PCR (T-RFLPs y biblioteca de clones): El 
gen que codifica para el ARN ribosomal 16S (gen 16S ADNr) fue 
amplificado por PCR con los oligonucleótidos universales para 
bacterias y arqueas F515 y R1492 (Turner et al. 1999), cuyas se-
cuencias son: F515 (5’-GCGGATCCTCTAGACTGCAGTGCCAGCA-
GCCGCGGTAA-3’) R1492 (5’-GGCTCGAGCGGCCGCCCGGGTTACC-
TTGTTACGACTT-3’).

Para la amplificación de T-RFLPs, el oligonucleótido F515 
estaba marcado con fluorescencia VIC en el extremo 5’ (Applied 

quencing strategy is the most powerful in terms of detected taxonomic units, while the data obtained by T-RFLPs and 
clone library methods represent only a subsample of the shotgun fragment library. Regarding phylogenetic resolution 
(taxonomical determination), the more accurate approach is the sequencing of clone libraries. The costs of the three 
strategies vary considerably, but so does its scope. Therefore, it is important to consider that one, or another methodol-
ogy, can only specifically answer some ecological and evolutionary questions.

Key words: Cloning, prokaryotic diversity, NGS, shotgun, T-RFLPs.



	  

 31 

  

Métodos moleculares para estudiar procariontes ambientales 169

Vol. 24 No. 3 • 2014

Biosystems). Las condiciones de la reacción de PCR fueron las 
siguientes: buffer para PCR 1X, 1.65 mM de MgCl2, 0.2 mM de 
dNTPs, 0.06 mM de cada oligonucleótido, 1 U de Taq polimerasa 
(Applied Biosystems, Foster City, CA) y 5 % de DMSO. Todas las 
reacciones se llevaron a cabo en un termociclador MJ Research 
(Watertown, MA) con los siguientes ciclos de reacción: 94 °C 4 
min, 35 ciclos de 92 °C 1.5 min, 50 °C 1.5 min, 72 °C 2 min, comple-
tando con 72 °C 10 min. Para tener una mejor representación de la 
muestra, se hicieron tres reacciones de PCR por separado (tanto 
para clones como para T-RFLPs). El amplificado (aprox. 977 pb) 
de las tres reacciones se mezcló y purificó a partir de un gel de 
agarosa al 2 %, con el kit QIAquick (Qiagen Inc., Netherlands).

La técnica de T-RFLPs se fundamenta en una reacción de 
restricción, con la que se generan distintos fragmentos de ADN 
que componen un patrón característico (denominado “la huella” 
o fingerprint) de la comunidad analizada. El tamaño de cada frag-
mento es considerado como equivalente a una unidad taxonómi-
ca operativa (OTU, por sus siglas en inglés), y corresponde al sitio 
de restricción más cercano al oligonucleótido fluorescente que 
se utilizó en la reacción de PCR (Osborn et al. 2000). El producto 
obtenido por PCR (fragmento del gen 16S ADNr) fue digerido en-
zimáticamente con Alu I (Promega, Madison, WI) en reacciones 
de 20 µl. Para cada reacción se utilizaron 1 unidad de Alu I y 50 
ng de producto de PCR. Las reacciones fueron incubadas en un 
termociclador MJ Research durante 3 h a 37 °C, seguidas de la 
inactivación de la enzima durante 30 min a 65 °C. Se realizaron 
tres corridas independientes de la muestra, usando un secuen-
ciador automático ABI Avant 3100 PRISM® (Applied Biosystems, 
Foster City, CA). Con esto se obtuvieron los tamaños y alturas de 
los Fragmentos de Restricción Terminales (TRFs, por sus siglas 
en inglés), en forma de picos en un cromatograma. Para evitar 
fluorescencia inespecífica, sólo los picos que estuvieron presen-
tes en las tres réplicas, y que presentaban alturas > 10 unidades 
de fluorescencia, fueron considerados en el análisis. Cada TRF 
obtenido en este análisis se consideró una OTU.

Biblioteca de clones: La mezcla de amplificados del gen 16S 
ADNr ya purificada se clonó en el vector plasmídico pCR2.1, de 
acuerdo con las instrucciones del fabricante (Invitrogen Corp., 
San Diego, CA). Los plásmidos se aislaron con el kit de extracción 
SNAP® Miniprep Kit (Invitrogen Corp.) y aquellos que contenían 
el inserto fueron secuenciados usando los oligonucleótidos M13F 
y M13R, en un secuenciador ABI Avant 3100 PRISM® (Applied 
Biosystems, Foster City, CA). Todas las secuencias fueron revisa-
das manualmente en BioEdit (Atschul et al. 1990). Para descartar 
quimeras (artefacto producido por la técnica de PCR, que origina 
fragmentos formados con secuencias de distinta procedencia), 
las secuencias obtenidas fueron analizadas con Bellerophon 
(Huber et al. 2004) y Chimera-Check en RDP (Cole et al. 2003). Qui-
mera-Check es una herramienta que actualmente no se encuen-
tra en línea, pero en su lugar puede utilizarse UCHIME (Edgar et 
al., 2011) o DECIPHER (Wright et al., 2012), disponibles también 

en RDP. También se consideraron quimeras aquellas secuencias 
que produjeron discrepancias en el orden de las ramas de dos ár-
boles filogenéticos generados con regiones distintas del gen 16S 
ADNr (533-873 y 874-1215, de acuerdo con la numeración de este 
gen en Escherichia coli). El tamaño final de la biblioteca, después 
de eliminar las quimeras, fue de 93 secuencias. Se hizo una selec-
ción de una sola secuencia para cada filotipo (se define filotipo 
como secuencias distintas). El corte utilizado para diferenciar 
estos filotipos o secuencias tipo (con una diferencia mayor al 
98% entre cada filotipo) fue sugerido por Stackebrandt y Ebers en 
2006. De esta manera, las 93 secuencias que se obtuvieron en la 
biblioteca quedaron representadas por un total de 42 secuencias, 
las cuales fueron registradas en GenBank con los números de 
acceso de KF303144 a KF303185.

Método independiente de PCR (secuenciación genómica por 
shotgun): Las secuencias del gen 16S ADNr en el metagenoma 
de la muestra GS017 correspondiente al Canal de Yucatán (Rusch 
et al. 2007) fueron detectadas mediante rRNA-HMM (Huang et al. 
2009) y sólo se retuvieron aquellas mayores que 200 pb. Estas se-
cuencias fueron inspeccionadas para la detección de quimeras 
mediante Mallard (Ashelford et al. 2006) y aquellas que pasaron 
la prueba fueron alineadas y clasificadas en Greengenes (DeSan-
tis et al. 2006b). La alineación fue inspeccionada manualmente. 
Dada la naturaleza de la base de datos metagenómica obtenida 
por shotgun, los fragmentos recuperados no son sobrelapables a 
lo largo de regiones extensas, lo que previene la construcción de 
OTUs mediante agrupación por similitud a nivel de secuencia.

Determinación taxonómica: Para determinar las categorías tax-
onómicas a nivel phylum de ambas bibliotecas (clones y shotgun), 
se utilizó la herramienta Classify de Greengenes en octubre del 
2011 (DeSantis et al. 2006a, 2006b). La asignación taxonómica a 
nivel de orden, sólo para la biblioteca de clones, se determinó 
con Simrank (también herramienta de Greengenes), utilizando 
las filogenias de referencia que recientemente se actualizaron 
en esta base de datos (McDonald et al. 2012) y se clasificaron 
aquellas secuencias con > 98 % de similitud para una asignación 
taxonómica más confiable (Stackebrandt & Ebers, 2006). En caso 
de haber obtenido < 98 %, el índice de similitud correspondiente 
se especifica en el texto.

Análisis filogenético: Se realizó un análisis filogenético con 
las secuencias del gen 16S ADNr obtenidas en la biblioteca de 
clones con el fin de corroborar la identidad taxonómica generada 
en Greengenes, utilizando las 42 secuencias tipo o filotipos. Para 
cada una se descargaron las dos secuencias con mayor similitud 
de las bases de datos públicas (una obtenida mediante BLAST 
(Altschul et al., 1990), en junio de 2011, y otra en Greengenes en 
esa misma fecha) y se usaron como referencia para la filogenia. 
Todas estas secuencias fueron alineadas en Greengenes (De-
Santis et al. 2006a) y el alineamiento se revisó manualmente en 
BioEdit (Hall 1999). Para determinar la posición filogenética de 
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estas secuencias, se realizaron análisis de Neighbor-Joining en 
MEGA5 (Tamura et al., 2011), de máxima parsimonia en PAUP 4.0 
(Swofford, 2002) y de máxima verosimilitud en phyML 3.0 (Guindon 
et al., 2010), usando las secuencias de arquea como grupo ex-
terno. El mejor modelo de sustitución se obtuvo con Model Gen-
erator 0.85 (Keane et al., 2006).

Análisis de TRFs con la biblioteca de clones: Para la clasifi-
cación taxonómica de los TRFs obtenidos con T-RFLPs y para la 
comparación de estos datos con la biblioteca de clones, se uti-
lizaron 59 secuencias de esta biblioteca seleccionadas en fun-
ción de la calidad que tenían en el extremo 5´. Se generó un mapa 
de restricción (digestión in silico) con Alu I en BioEdit (Altschul et 
al. 1990) para cada una de estas secuencias, cuya determinación 
taxonómica ya se había hecho previamente, con el fin de identifi-
car el tamaño de TRF correspondiente a cada taxón.

Comparación de costos de las estrategias moleculares: Los cos-
tos para cada estrategia se calcularon tomando en cuenta los 
precios en promedio de acuerdo con las cotizaciones de distintas 
compañías. En el caso de las secuencias obtenidas por shotgun, 
se tomó como referencia a Thomas et al. (2012). Para clones y 
T-RFLPs, el costo fue calculado enlistando el material necesario 
requerido para ambas técnicas (Taq polimerasa, dNTPs, mate-
riales), añadiéndose un costo aproximado para la extracción de 
ADN. Para los T-RFLPs se consideró el costo por corrida en el 
secuenciador automático de capilares (rendimiento de capilares, 
materiales utilizados, POP6, formamida, buffer y marcador de 
peso molecular fluorescente) y para clonación se consideró el 
costo de los kits de clonación y extracción de plásmidos. Se tomó 
en cuenta el menor precio de secuenciación por muestra, compa-
rando dos unidades de secuenciación: 1) Washington University 
High Throughput Sequencing (cotización) y 2) la Unidad de Sínte-
sis y Secuenciación del Instituto de Biotecnología (Universidad 
Nacional Autónoma de México, disponible en línea, consultado 
2 noviembre 2013). Con fines comparativos, también se calcu-
laron costos de técnicas de secuenciación de nueva generación 
(NGS), consultando para ello las siguientes páginas: Langebio 
(cotización), UCDavis, University of Tennessee y University of Vir-
ginia (disponibles en línea, consultados 2 noviembre 2013).

RESULTADOS

Diversidad, medida como número de unidades taxonómicas de-
tectada: La Tabla 1 resume el número de grupos taxonómicos que 
fue posible determinar para cada técnica, y en cada apartado se 
discutirán estos datos con detalle.

T-RFLPs versus biblioteca de clones : Con la técnica de T-RFLPs 
se detectaron 39 OTUs (fragmentos); la mayoría de ellos resultó 
con poca abundancia y sólo algunos fueron muy abundantes (Fig. 
1). Para comparar estos datos con la biblioteca de clones, se uti-
lizaron las secuencias de esa biblioteca (n = 59) cuyos cromato-
gramas mostraron buena calidad en el extremo 5´ (con picos bien 

definidos, separados entre sí y con poco ruido de fondo). Con es-
tas secuencias, se realizó una restricción in silico que generó 17 
fragmentos distintos (OTUs), cuya clasificación taxonómica (cor-
respondiente a cada una de las 59 secuencias seleccionadas) se 
especifica en la Tabla 2. Sólo nueve OTUs coincidieron por tamaño 
en ambas metodologías (Fig. 1) y el OTU más abundante obtenido 
para ambas metodologías fue el fragmento de 123 pares de bases. 
Este fragmento puede provenir de una gran variedad de secuen-
cias de la biblioteca de clones correspondientes a distintos taxa 
de bacterias: Candidatus Pelagibacter y Rhodospirillaceae, que 
son Alfaproteobacterias. Vibronales y el OTU 3370, en el caso de 
Gammaproteobacteria, y por último del orden Sphingobacteriales 
que pertenece al phylum Bacteroidetes.

Debido a que en la mayoría de los casos los fragmentos de 
shotgun no tienen la misma región terminal que los productos de 
PCR (con los cuales se generan los fragmentos de restricción 
terminales), no fue posible realizar una digestión in silico para 
compararlos con las otras dos metodologías.

Biblioteca de clones versus shotgun: El tamaño promedio de las 
860 secuencias del gen 16S ADNr de la secuenciación por shot-
gun fue de 400 pares de bases y se detectaron 34 phyla, mientras 
que en la biblioteca de clones para este mismo gen sólo se pudi-
eron detectar siete phyla (Fig. 2), con una extensión de cerca de 
700 pares de bases por secuencia. Todos los taxa que componen 
la biblioteca de clones fueron detectados en la biblioteca de shot-
gun. Alfaproteobacteria y Gammaproteobacteria fueron los phyla 
más abundantes recuperados por ambas técnicas (20.4 % Alfa-
proteobacteria y 18.8 % Gammaproteobacteria en la biblioteca 
por shotgun y 53.7 % y 34.4 % en la biblioteca de clones, respec-
tivamente). Bacteriodetes fue uno de los phyla más abundantes 
(15.11 %) en las secuencias obtenidas por shotgun, aunque fue 
detectado en menor proporción en la biblioteca de clones (4.3 %). 
Representantes poco abundantes, que resultaron únicos o con 
dos secuencias en la biblioteca de shotgun (con 0.11 % o con 22 
% del total) fueron los phyla Acidobacteria, Chlorobi, Fusobacte-
ria, Nitrospirae, OP11, SR1, Thermi, TM6 y WS3. En el caso de la 
biblioteca de clones, los phyla con un solo representante (Euryar-
chaeota, Archaea), Cyanobacteria y Marine group A (o Grupo A 
marino), con ~1 % del total, tuvieron una abundancia intermedia 
en la biblioteca obtenida por shotgun.

Tabla 1. Número de unidades taxonómicas detectadas por las tres 
metodologías utilizadas: biblioteca de clones, shotgun y T-RFLPs.

Biblioteca 
de clones

Shotgun T-RFLPs

OTUs (fragmentos) 17 ND 39

OTUs (secuencias tipo) 42 ND ND

Phyla 7 34 ND
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Figura 1. Fragmentos de restricción del gen 16S ADNr generados con T-RFLPs y con la biblioteca de clones. El largo de las bar-
ras representa la abundancia relativa de cada fragmento en la muestra total. Las barras blancas corresponden a fragmentos 
de restricción obtenidos in silico sobre las secuencias provenientes de la biblioteca de clones y las barras grises corresponden 
a fragmentos de restricción generados con T-RFLPs. Con asterisco se resaltan los fragmentos a los que fue posible asignarles 
clasificación taxonómica, la cual se especifica en la Tabla 2.

Tabla 2. Clasificación taxonómica de los OTUs que fue posible designar, utilizando los fragmentos in silico provenientes de la biblioteca 
de clones. Todas las secuencias se clasificaron utilizando un índice de similitud (Simrank) > 98 %, exceptuando los OTUs especificados 
en el paréntesis.

TRF (pb) Clasificación Simrank de acuerdo con los fragmentos in silico

43 Candidatus Portiera (OTU 3744)

50 Candidatus Pelagibacter (OTU 2827)

62 Candidatus Portiera (OTU 3744)

83 Candidatus Pelagibacter (OTU 2828)

123 Candidatus Pelagibacter (OTU 2827), Rhodospirillaceae (OTU 2793 sc), Sphingobacteriales (OTU1170), Photobacterium 
angustum (OTU 3974, 93 %), Gammaproteobacteria (OTU 3370)

156 Candidatus Portiera (OTU 3744), Rhodospirillaceae (OTU 2793, 87.74 %)

234 Candidatus Portiera (OTU 3744)

240 Candidatus Portiera (OTU 3744)

335 Candidatus Portiera (OTU 3744)

338 Pseudoalteromonas (OTU 3440)

363 Candidatus Portiera (OTU 3744, 94.69 %)

364 Candidatus Pelagibacter (OTU 2827, 89.29 %), Rhodospirillaceae (OTU 2793, 94.14 %)

369 Vibrionales (swat-3)

436 Candidatus Portiera (OTU 3744), OM60 (OTU 3802)

531 Marine group II (OTU 198)

577 Deltaproteobacteria (OTU 3167)

581 Candidatus Pelagibacter (OTU 2827, 94.34 %)
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Por otra parte, la biblioteca de clones se analizó a un nivel 
jerárquico más restringido, para lo cual, las 93 secuencias fueron 
agrupadas con un 98 % de similitud (Stackebrandt & Ebers, 2006) 
en 42 tipos de secuencias (filotipos o SecTipo en Fig. 3). Estas 42 
secuencias son equivalentes a 42 unidades taxonómicas (OTUs). 
Veinticuatro de ellas resultaron únicas y cuatro resultaron ser las 
más abundantes, con más de cinco clones por tipo, asociadas 
a los géneros marinos no cultivables Candidatus Pelagibacter y 
Candidatus Portiera OTU 3744. El resto tuvo menor abundancia 
(de dos a cuatro clones por tipo). Sólo 17 de los 42 filotipos pu-
dieron ser clasificados en estos niveles taxonómicos más bajos 
(Fig. 3).

Grupos taxonómicos: El árbol filogenético generado con los 42 
filotipos de la biblioteca de clones muestra que la clasificación 
de la base de datos de Greengenes es congruente con la distri-
bución filogenética de las ramas (Fig. 3) a los dos niveles anali-
zados (phylum y orden). Se muestra la clasificación obtenida a 
nivel orden o menor sólo para aquellas secuencias que dieron > 
98 % de similitud en Simrank. En contraste, con las secuencias de 
shotgun no fue posible hacer una filogenia, ya que corresponden 
a fragmentos que cubren distintas regiones del gen 16S ADNr, lo 
cual no permite un alineamiento adecuado.

Costos: El costo aproximado actual de una biblioteca (una sola 
muestra), obtenida utilizando secuenciación genómica por shot-
gun, es de 400,000 dólares (EE UU) (Thomas et al. 2012).

Para hacer una biblioteca de 96 clones se necesita una in-
versión de 465 dólares y, por último, una muestra de ADN analiza-
da con T-RFLPs tiene un costo de 25 dólares. La Tabla 3 contiene 
los detalles de estos estimados y los costos actuales para meto-
dologías de nueva generación (NGS).

DISCUSIÓN

En este trabajo presentamos la comparación de tres metodologías 
para el estudio de diversidad de comunidades microbianas para 
lo que se usó como referencia una muestra ambiental del canal de 
Yucatán. Debido a la naturaleza de este estudio, la interpretación 
ecológica de los datos es necesariamente limitada en cuanto a 
los aspectos ecológicos de la muestra analizada. Sin embargo, 
es de gran utilidad al comparar detalladamente los alcances de 
las tres metodologías utilizadas: T-RFLPs, bibliotecas de clones y 
shotgun.

Diversidad de la muestra: Independientemente del método em-
pleado, la distribución de la estructura de la comunidad obser-
vada fue similar a la que se ha descrito para la mayoría de las 
comunidades bacterianas en diversos ambientes (Woodcock et 
al. 2007; Pedrós-Alió, 2012): pocos taxa muy abundantes y muchos 
poco abundantes (Figs. 1 y 2). Adicionalmente, se observó gran 
diversidad de fragmentos (T-RFLPs) y phyla (shotgun), lo cual 
podría explicarse por la alta productividad primaria que ha sido 
reportada en la zona de donde proviene la muestra (CONABIO, 
disponible en línea, consultado 2 noviembre 2013; Barton et al. 
2010).

Más allá de los patrones generales de diversidad, la infor-
mación taxonómica fina sólo pudo lograrse con las secuencias de 
la biblioteca de clones al detectar taxa a niveles jerárquicos más 
restringidos, incluso a nivel de género (Fig. 3). Las secuencias 
corresponden a bacterias que han sido reportadas como parte 
de comunidades oceánicas en todo el mundo. Los dos taxa más 
abundantes fueron Candidatus Pelagibacter (Alfaproteobacteria) 
y Candidatus Portiera OTU 3744 (Gammaproteobacteria, equiva-
lente al clado SAR86). Son bacterias heterótrofas aeróbicas que 
se han especializado en utilizar distintas fuentes de carbono, 

Figura 2. Diversidad de phyla detectados con biblioteca de clones y secuenciación genómica por shotgun del gen 16S ADNr. 
El largo de las barras representa la abundancia relativa de cada phylum en la muestra total. Las barras negras corresponden 
a phyla identificados en la base de datos de la secuenciación de ADN por shotgun y las barras blancas corresponden a phyla 
identificados en la biblioteca de clones.
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aparentemente para reducir la competencia (Dupont et al. 2011). 
En contraste también se encontraron potenciales competidores 
como Pseudoalteromonas 3440 y Vibrionales (swat 3), capaces de 
inhibir el crecimiento de muchas especies de bacterias (Skovhus 
et al. 2007, J. Craig Venter Institute, disponible en línea, consul-
tado 2 noviembre 2013). Otro grupo detectado fue el de las bac-
terias fotótrofas de la familia Rhodospirillaceae (e.g. OTU 2793 y 

OM60; Madigan et al. 2003; Zheng et al. 2011) y las arqueas del 
grupo marino II (OTU 198), de las que recientemente se ha repor-
tado una proteorodopsina que es ancestral a la de las bacterias 
(Iverson et al. 2012). Adicionalmente fueron identificados algunos 
taxa bacterianos con utilidad industrial o ecológica, como Altero-
monadaceae (HTCC207 OTU 3714), el cual es importante para el 
reciclaje y biodegradación de materia orgánica, en particular de 

Figura 3. Representación filogenética de la diversidad del gen 16S ribosomal encontrada en la biblioteca de clones de una mues-
tra de agua del canal de Yucatán. El árbol fue construido con un algoritmo de máxima verosimilitud (no se muestran los árboles 
construidos con los otros dos algoritmos, ya que generaron una topología similar). Las secuencias SecTipo corresponden a las 
42 secuencias tipo generadas en la biblioteca de clones, y el resto son secuencias obtenidas de bases de datos públicas. La 
clasificación correspondiente (utilizando Simrank), a nivel orden o menor, se asignó sólo en las secuencias tipo con similitud > 
98 % a la base de datos. El número en cada rama corresponde al valor de bootstrap (%) sobre 500 réplicas.
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hidrocarburos (Jin et al. 2012). También encontramos a las Delta-
proteobacteria (OTU 3167), cuyos linajes de mares fríos (equiva-
lentes al clado SAR324 en la taxonomía de Silva (Pruesse et al. 
2007)) desempeñan un papel importante en el reciclaje de fosfato 
orgánico disuelto (Brown & Donachie, 2007). Por último, se iden-
tificaron secuencias del orden Sphingobacteriales (OTU 1170), 
cuya capacidad de adherencia con algas ha sido recientemente 
reportada (Gómez-Pereira et al. 2012).

El inventario de la diversidad de microorganismos en dis-
tintos hábitats abre la posibilidad de investigar la relación entre 
ciertos grupos microbianos (algas, protozoarios, bacterias, hon-
gos, virus) y aspectos funcionales de los ecosistemas. La carac-
terización de tal diversidad de organismos a través de estrategias 
genómicas independientes de cultivo permite el monitoreo de 
ambientes naturales y el efecto de perturbaciones en la diver-
sidad como uno de los controladores de las funciones. Por ejem-
plo, el clado SAR11, al que pertenece Candidatus Pelagibacter, 
ha sido utilizado para monitorear los patrones de calentamiento 
en los mares, lo que potencialmente permitirá un mejor entendi-
miento de los patrones de respuesta de éstas y otras especies de 
bacterioplancton al cambio climático (Giovannoni & Vergin, 2012). 
Por otra parte, existe una estrecha relación entre la estructura de 
las comunidades bacterianas en el océano con la productividad 
primaria, medida como clorofila A (Falcón et al. 2008, Yilmaz et 
al. 2012) que podría determinarse en el canal de Yucatán con es-
tudios estacionales en esta zona. Sin embargo, dependiendo del 
objetivo con el que se realice el estudio, el diseño experimental, 
número de muestras y número de secuencias o datos genómi-
cos obtenidos son cruciales en la interpretación ecológica de 
la información. De esta manera, los datos aquí presentados son 
ilustrativos del tipo de información que puede obtenerse, aunque 
no nos permiten por el momento llegar a conclusiones ecológicas 
definitivas.

Comparación de metodologías para el análisis de diversidad 
procarionte: La comparación de los patrones obtenidos con los 
tres métodos arrojó claras diferencias en la caracterización de 
la diversidad de la muestra analizada (i.e. número de taxa obser-
vados, Tabla 1). En cuanto a las diferencias entre T-RFLPs y la 
biblioteca de clones, la observación más importante es la eviden-
cia de un muestreo incompleto en ambas técnicas, reflejado en 
la falta de coincidencias en la presencia y/o ausencia de OTUs. 
Esta discrepancia es producida principalmente por aquellos frag-
mentos con menor abundancia que pueden o no ser detectados 
por la técnica utilizada, efecto característico de una intensidad 
de muestreo moderada. A pesar de que en el análisis por T-RFLPs 
un OTU realmente no representa un taxón particular (ya que el 
fragmento puede ser generado por distintos taxa que tengan un 
mismo sitio de restricción), la caracterización de una muestra a 
partir del análisis de la diversidad de fragmentos sí permite hacer 
inferencias indirectas sobre la diversidad de la muestra, como ha 
sido reportado en análisis de comunidades de suelos por Noguez 

et al. (2005), por Fierer & Jackson (2006) o recientemente por 
Reed & Martiny (2013). Así, el patrón de fragmentos obtenidos por 
T-RFLPs para esta muestra indica que la diversidad de taxa en el 
canal de Yucatán es alta.

Por otra parte, la diferencia entre la biblioteca de clones y la 
de shotgun hizo evidente que esta última estrategia de secuen-
ciación permite un muestreo más exhaustivo. La secuenciación 
tipo Sanger asociada a shotgun tiene bajas tasas de error y lec-
turas largas (hasta 700 pb) (Thomas et al. 2012) lo que permite que 
la clasificación de las secuencias que se obtienen sea precisa 
(Hao & Chen, 2012). Además, la secuenciación por shotgun, al 
no tener el sesgo de amplificación (PCR) que otras técnicas sí 
tienen, ha resultado un excelente modelo para comparar con las 
dos metodologías que se llevaron a cabo en el presente traba-
jo. De esta forma, es posible afirmar que la abundancia relativa 
que se obtuvo con la base de datos de la biblioteca por shotgun 
representa con mayor precisión la estructura de la ensamble pro-
carionte del canal de Yucatán. La abundancia relativa de las Alfa-
proteobacteria y Gammaproteobacteria en la biblioteca de clones 
(53.7 % y 34.4 %, respectivamente), por ejemplo, hace pensar que 
durante la PCR se incorpora un sesgo hacia estos grupos, ya que 
la abundancia obtenida para estos mismos grupos por shotgun 
fue mucho menor (20.4 % y 18.8 %). Este sesgo por PCR se da 
por amplificación preferencial de ciertos grupos filogenéticos y 
ha sido reportado previamente (ver por ejemplo Frank et al. 2008; 
Bogert et al. 2011), un efecto que se agudiza si consideramos que 
el tamaño de muestra (número de clonas analizadas) no es muy 
grande. Aún con las ventajas y precisión que tiene la secuencia-
ción de ADN por shotgun sobre otras, actualmente está utilizán-
dose cada vez menos en estudios de diversidad metagenómica, 
ya que la secuenciación por el método Sanger que emplea es 
muy costosa y, además, requiere mayor tiempo que las técnicas 
de nueva generación (NGS) para el procesamiento de las mues-
tras. Un ejemplo de estas nuevas técnicas de secuenciación es la 
pirosecuenciación por barcoding (amplicones provenientes de un 
solo gen, Huse et al., 2008), que además de tener un menor costo, 
produce un mayor número de secuencias (Suenaga, 2012; Willia-
mson & Joosephs, 2012). En promedio (dependiendo de la plata-
forma utilizada y el tipo de corrida que se elija) se pueden obtener 
bibliotecas desde unas 1500 hasta un millón de secuencias (Tabla 
3) con una longitud más corta que las de clones (desde 100 has-
ta 500 pb hoy en día). Posibilidades como ésta actualmente han 
mejorado en gran medida el problema del número de secuencias 
obtenidas en el análisis de las comunidades microbianas.

La biblioteca de clones aporta información más precisa en 
cuanto a resolución filogenética, ya que produce secuencias 
más largas, aunque en menor número. El largo de las secuencias 
obtenidas permite una detallada asignación taxonómica de los 
integrantes de la comunidad incluso a nivel de especie. La se-
cuenciación genómica por shotgun en cambio tiene una resolu-
ción taxonómica menor, debido a la reducida longitud de los frag-
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mentos. Además, estas fracciones de ADN provienen de distintas 
regiones del gen, por lo que realizar una alineación o un análisis 
filogenético es casi imposible.

De los tres métodos utilizados, no es difícil ver que la aproxi-
mación por T-RFLPs es la más pobre en su resolución taxonómi-
ca, ya que se obtienen fragmentos del mismo tamaño, que pue-
den resultar de grupos filogenéticos muy distintos (Tabla 2). Esta 
limitación metodológica es evidenciada por la reducida asigna-
ción taxonómica que puede hacerse de los fragmentos (Fig. 1 y 
Tabla 2), algunos de ellos posiblemente producidos por distintos 
taxa, o por grupos filogenéticos que tienen más de un fragmento 
característico. Sin embargo, es necesario considerar que para 
laboratorios con bajo presupuesto, la técnica de T-RFLPs repre-
senta una buena opción, ya que es metodológicamente sencilla, 
pero poderosa en cuanto al conocimiento que puede generarse. 
Además de su bajo costo y sencillez, publicaciones recientes han 
demostrado la utilidad de los T-RFLPs en investigaciones ecológi-
cas que requieran seguimiento de comunidades en el tiempo o en 
tratamientos experimentales, en las cuales uno de los requisitos 
es la identificación de cambios generales en la composición de 
las comunidades (ver por ejemplo Erwin et al. 2011; Escalante et 
al. 2008; Lavin et al. 2008). También se han publicado patrones de 
diversidad o composición microbiana de T-RFLPs que están aso-
ciados a factores ambientales (Fierer & Jackson, 2006; Noguez 
et al. 2008; Reed & Martiny, 2013; Zhao et al. 2012), lo que permite 
hacer importantes inferencias ecológicas sobre la estructura de 
las comunidades de bacterias. Esta técnica permite igualmente, 
de una manera rápida y precisa, comparar grosso modo varias 
localidades al mismo tiempo, así como estimar la diversidad de 
cada una, utilizando herramientas clásicas de la Ecología (No-
guez et al. 2005; Reed & Martiny, 2013).

La elección de uno u otro método para la caracterización de 
diversidad microbiana requiere, necesariamente, de la considera-
ción simultánea de los costos y de las capacidades de cada uno. 
En este sentido, ya se han mencionado detalladamente alcances 
y limitaciones de los tres métodos en cuanto a diversidad (número 
de taxa observados) y asignación taxonómica, que junto con los 
datos de costo, proporcionan los argumentos necesarios para 
sugerir qué tipo de estrategia es más adecuada para distintas 
investigaciones de orden ecológico o evolutivo. Ya se ha indicado 
también que con el desarrollo de tecnologías NGS ha sido posible 
incrementar el número de secuencias por muestra a costos cada 
vez más bajos, por lo cual también es necesario considerarlas. 
En términos generales, obtener datos con una biblioteca shotgun 
constituye la aproximación más costosa (400,022 dólares), segui-
da por la construcción de bibliotecas de clones (465 dólares) y 
por último la de los T-RFLPs (25 dólares) (precios considerando la 
extracción de ADN, Tabla 3). En cuanto a NGS, el mejor precio que 
se encontró lo ofrece Langebio, en Irapuato, México. Por muestra 
se cobran ≈265 dólares, cifra menor que el precio estimado por 
biblioteca de clones (460 dólares); para este ejemplo en particular 

cada muestra generaría, en promedio, unas 2000 secuencias de 
380 pb de largo con la plataforma GS Titanium. Este cálculo se 
obtuvo del presupuesto para la corrida de una placa, dividida en 
16 regiones, y utilizando 12 marcas (barcoding) distintas en cada 
región, para un total de 192 muestras. Ésta y otras compañías ge-
neralmente no ofrecen el servicio por muestra, por lo que es ne-
cesario pagar la placa entera (≈3000 dólares). Si a un laboratorio 
le interesan 192 bibliotecas con estas características, es posible 
juntar todas las muestras en una sola placa o corrida (192 es sólo 
un ejemplo para obtener el mejor precio por muestra, aunque hay 
opciones para menor número de muestras), lo cual significa una 
inversión total de 50,943 dólares. La diferencia de precio entre se-
cuenciar una sola muestra o varias (en este caso, 192) radica en 
el trabajo de preparación de las muestras individuales (barcoding 
y bibliotecas). Ya sea una sola muestra o múltiples (multiplex), con 
este tipo de tecnología (pirosecuenciación) se obtienen desde 92 
000 hasta un millón de secuencias (divididas entre el número de 
muestras), sin embargo, la variación de precios es grande (Tabla 
3). Por ejemplo el costo de la plataforma GS Titanium es de 5322 
dólares en Langebio, y el precio por este mismo tipo de secuen-
ciación en la Universidad de Tennessee es de 16,000 dólares. Con 
otras tecnologías NGS (Illumina, por ejemplo) el precio es menor 
por muestra: 3553 dólares para una biblioteca de 90 millones de 
fragmentos de 100 pb en UCDavis, y es aún menor utilizando Ion 
Proton, por ejemplo en Langebio el precio por muestra de esta 
tecnología es de 2825 dólares por 20 millones de fragmentos de 
200 pb.

Estas comparaciones son considerando únicamente esce-
narios en donde el objetivo sea analizar la diversidad de amplico-
nes específicos (e.g. 16S rDNA, ITS1), sin embargo, el potencial 
de estrategias como shotgun e incluso estas nuevas tecnologías 
de secuenciación incluye secuenciar genomas completos de 
organismos únicos o metagenomas (genomas de comunidades 
completas). Con ello, en ambos esquemas (shotgun o NGS), se 
genera información que permite hacer inferencias sobre el fun-
cionamiento de la comunidad microbiana, además de conocer 
la composición taxonómica (Bonilla-Rosso et al. 2008). Con este 
enfoque se han reportado un número cada vez mayor de estudios 
evolutivos que analizan la relación entre la diversidad taxonómi-
ca de los microorganismos con la función ecosistémica (Bonilla-
Rosso et al. 2012; Peimbert et al. 2012).

Aunque puede ser obvio para este momento, cabe mencio-
nar que la mayor demanda de trabajo al utilizar una técnica co-
mo la secuenciación genómica por shotgun (o métodos de NGS) 
se da en la parte de análisis informático de las extensas bases 
de datos generadas en el proceso de secuenciación, por lo que 
tendría que considerarse una inversión en equipos de cómputo 
en los costos finales. Muchos programas y plataformas de pro-
gramas fueron desarrollados en los últimos años, disponibles de 
manera gratuita para los investigadores (por ejemplo, la platafor-
ma QIIME, Caporaso et al. 2010), pero aquellos análisis en los que 
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se requiera hacer modificaciones de los pipelines (relacionados 
con el proceso de programación) requerirán de ciertas habilida-
des para programar que también es necesario considerar. De 
esta forma, la inversión del tiempo necesario para los análisis, 
así como los costos que ello genere y el software son factores 
importantes para tomar en cuenta (Yoccoz, 2012).

En resumen, los estudios de tipo experimental, en donde 
sean requeridas muchas réplicas o seguimiento temporal, así 
como el estudio de patrones de diversidad asociados a factores 
ambientales, podrían verse beneficiados por los bajos costos y la 
alta reproducibilidad de los T-RFLPs, considerando por supuesto 
la limitación de la asignación taxonómica (Erwin et al. 2011; Fierer 
& Jackson, 2006; Reed & Martiny, 2013; Zhao et al. 2012). En con-
traste, estudios que requieran una caracterización minuciosa de 
la diversidad y abundancia de grupos taxonómicos con precisión 
filogenética deberán apostar por una estrategia de bibliotecas 
de clones o pirosecuenciación con barcoding (Huse et al. 2008), 
dependiendo del presupuesto con que se cuente. En cuanto a la 
estrategia por shotgun, ésta es ideal en estudios exploratorios, 
de descripción gruesa de diversidad y de bioprospección (de ge-
nes y funciones), en donde no se requiere el análisis de múltiples 
muestras o réplicas experimentales (Simon & Daniel, 2011).
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Abstract 

The causes for the observed microbial diversity distribution have been subject of 

investigation in microbial ecology for almost two decades. To date, there are 

mainly two groups of factors in consideration for explaining the causes of the 

observed patterns: those in which historical or geographical effects are 

preponderant, also known as neutral-based factors and, those in which local 
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adaptation to environmental conditions are more influential, also known as niche-

based factors. In this study we aim to distinguish the influence of neutral-based 

vs. niche-based processes in the distribution of microbial diversity in four ponds 

within a stable over-time aquatic system known as Pozas Azules in the Cuatro 

Ciénegas Basin (CCB), México. We followed a sampling strategy of sites that 

were geographically delimited, and have low environmental variation to avoid 

obscuring distance (neutral) effects. Aquatic bacterial diversity was characterized 

following a culture independent approach (16S sequencing of clone libraries). 

Results show a correlation between bacterial beta diversity (1-Sorensen) and 

geographic distance, which indicates influence of neutral factors in the bacterial 

communities assembly. Our findings show, for the first time in the CCB area, the 

influence of neutral-based factors (history) in prokaryotic diversity distribution.  

 

Introduction 

Biogeography studies the distribution of organisms in space and time. This 

discipline provides understanding of the underlying causes of the distribution 

patterns, and ultimately of the drivers that generate and maintain biodiversity 

(Martiny et al. 2006, Lindström & Langenheder 2012, Hanson et al. 2012, 

Nemergut et al. 2013). Traditionally, biogeographical studies have been 

conducted in macro organisms, but in recent years, distribution patterns of 

microorganisms have been investigated through culture-independent 

approaches. These studies have advanced our understanding of the 
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mechanisms that generate and maintain microbial diversity (Noguez et al. 2005, 

Ragon et al. 2012, Zheng et al. 2013, Logares et al. 2013, Hatosy et al. 2013).  

Causes of biogeographical patterns have remained controversial for a long time; 

specifically, there is an ongoing debate regarding the processes that lead to the 

assembly of communities, either being neutral (stochastic) or niche-based 

(deterministic). This two processes are frequently described using different 

terminologies, leading to confusion (Nemergut et al. 2013). The neutral and 

niche-based processes (used by Wang et al. 2013 for example),  are terms that 

correspond, respectively, to dispersal history and environmental heterogeneity  

(dispersal history is also used as historical contingency or limitation processes, 

e.g. Ragon et al. 2012) and have been also equated to the regional and local 

(habitat) factors (e.g. Lindström and Langenheder, 2012). Finally, the most 

utilized terminologies are geographical or environmental association.  

In order to investigate the biogeographical patterns in microorganisms, Martiny 

and colleagues (2006) proposed a framework to evidence the potential causes of 

microbial diversity. Martiny´s model considers four scenarios of microbial 

distribution, distinguishing neutral from niche-based assembly processes. 1) A 

random scenario as the null hypothesis, in which microorganisms are arbitrarily 

distributed over space. 2) A deterministic hypotheses, in which the observed 

distribution reflects differences in the contemporary environment. 3) The 

existence of dispersal limits in bacteria, in which dispersal history is reflected in 

beta diversity (dissimilarity in composition) coupled with geographic distances. 4) 

An association between both historical factors and contemporary environmental 
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conditions. To properly test these four hypotheses, sampling design is critical, 

requiring samples from several locations that are geographically delimited, in 

systems with low environmental variation (to avoid obscuring distance effects) 

(Bissett et al. 2010, Logares et al. 2013). 

The Cuatro Ciénegas Basin (CCB) is part of the Chihuahuan Desert (Coahuila, 

México) (Fig. 1) and considered a protected wetland since 1994 (APFF according 

to Mexican federal law). Despite the extreme oligotrophy (Elser et al. 2005, 

Souza et al. 2008, 2012), this place harbors high microbial diversity in different 

environments, including soil (López-Lozano et al. 2012, 2013), microbial mats 

(Bonilla-Rosso et al. 2012, Peimbert et al. 2012) and water (Souza et al. 2006, 

Pajares et al. 2012, 2013). Other studies conducted in CCB have investigated 

associations of microbial diversity distribution with spatial and environmental 

parameters. These studies did not find geographical association, neither at the 

community (Escalante et al. 2008, López-Lozano et al. 2012, 2013) or at 

population levels (Cerritos et al. 2011, Rodríguez-Verdugo et al. 2012, Rebollar 

et al. 2012). However, sampling design in these studies was performed in 

contrasting environmental systems that probably interfered with the statistical 

ability to detect geographic association (Bissett et al. 2010, Logares et al. 2013). 

Consequently, in this paper, we used a sampling design in non-contrasting and 

equivalent environments, in order to distinguish the influence of neutral-based vs. 

niche-based processes in the observed microbial diversity distribution. In 

particular, we studied microbial diversity in an aquatic system known as Pozas 

Azules, using a culture-independent approach. This system is characterized by 
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many isolated small circular ponds of different diameter (ranging from 6 to 50 m. 

in diameter and with maximum depths of 10m (Forti et al. 2004) locally named 

“pozas” (Fig. 1b), that are stable in temperature and in chemical properties over 

time (Johannesson et al. 2004, Peimbert et al. 2012). We considered that the 

spatial distribution of the ponds in Pozas Azules system is ideal for 

biogeographic exploration, as the ponds can represent aquatic islands in a sea of 

land (Dodson 1992). Because many of the reported spatial scales revealing 

historically contingent assembly (geographical association) in bacterial 

communities have been small (near to one km) (Hanson et al. 2012), we selected 

four nearby ponds (the maximum distance is ca. 1.8 km) with equivalent 

temperature and low variation on pH and conductivity measures. 

Using the four scenarios proposed by Martiny (Martiny et al. 2006) we present 

evidence supporting biogeographic patterns associated with geographic distance 

of bacterial assemblages in the aquatic system of Pozas Azules from CCB. This 

result indicates that there are limits for dispersion of bacteria even at a scale 

smaller than two kilometers, consistent with the third hypothesis that explains 

community structure patterns based on historical contingencies or mainly 

influenced by neutral-based factors.  

 

Material and Methods 

Study site and sampling 

On February of 2007 we sampled four ponds of the Pozas Azules aquatic 

system, a private preserve ranch since 2000 (Pronatura A.C. and The Nature 
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Conservancy property), that is located in the southwest flank of the San Marcos 

Sierra within the CCB (Fig. 1a). A recent general description of the hydrology of 

the CCB basin described the area of Pozas Azules as a karstic system, rich in 

CaHCO3, where water is a mixture of mountain recharge and carbonate aquifer 

groundwater (Wolaver et al. 2012). A preliminary exploration of the system ponds 

by our group showed a range of conductivity among them from 1900 to 4500 uS.  

We selected four neighboring ponds that were GPS referenced (Table 1). The 

chosen ponds were visually similar (clear and blue water, Fig. 1b), they were not 

visibly connected (maximum separation was 1.8 km, Fig. 1c), and were 10 to 30 

meters in diameter. The selected ponds ranged from 7.5 to 7.8 in pH, and from 

1900 to 2800 uS in conductivity.  

Preliminary analysis in the CCB using TRFLPs showed that different samples 

taken from the same pond at the same time were very similar (data not shown). 

Ponds in this area are relatively homogeneous systems due to the presence of a 

spring stream that mixes water. This circumstance reduces spatial structuring as 

suggested by Lindström (2006) for aquatic environments, due to the small size of 

the ponds and the mixing effect of the spring flow and the wind. With this 

preliminary data, we concluded that a composite sample per pond gives an 

adequate representation of the bacterial community. In each pond we sampled 

five points, four of them near the edge (equidistant) and one at the center. All 

samples consisted of 2.5L of water collected at 50 cm below the surface. The five 

samples from each pond were mixed in one clean and sterile container 

(composite sample), and preserved at 4o C degrees, until processing (filtered) 
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few hours later. Composite samples were divided in subsamples for DNA (three 

4L subsamples) and nutrient analyses (three 100ml subsamples). The water 

samples for DNA analysis were filtered first with a 10µm DuraporeTM filter, and 

next with a 0.22µm DuraporeTM filter (Millipore, USA) using a field vacuum pump. 

Filters were placed into sterile 2 ml eppendorf tubes, and were preserved in liquid 

nitrogen until brought to the laboratory, where they were stored at -80ºC until 

DNA extraction. Water for nutrient analysis was filtered using a 0.22µm 

nitrocellulose filter, and the water was preserved at 4ºC until processing. 

Physico-chemical and nutrient analyses 

Measurements of pH, conductivity (Total Dissolved Solids (TDS), salinity and 

conductivity), temperature, and dissolved oxygen were registered in the field for 

all five sampling points using a hydrolab YSI600QS (YSI Inc., Yellow Springs, 

OH). 

Total carbon (TC) and inorganic carbon (IC), total nitrogen (TN) and dissolved 

inorganic nitrogen (DIN or NH4), nitrite (NO2), total phosphorus (TP) and 

inorganic phosphorous (PO3) were determined in the laboratory following 

standard procedures (Peimbert et al. 2012), using triplicates of 100 ml from the 

composite samples. Dissolved organic carbon (DOC), phosphorus (DOP) and 

nitrogen (DON) were determined as the difference of the total minus inorganic 

measures. 

DNA isolation and sequencing of 16S rRNA clone libraries 

Genomic DNA was extracted from the filtered samples (three replicates per 

pond) using an UltraClean Water DNA Kit (MoBio, Carlsbad, CA, USA), including 
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a final cleaning step of phenol-chloroform procedure (Sambrook & Russell 2006). 

PCR amplification was performed independently on each one of the three DNA 

replicates per pond, by targeting 16S rRNA gene fragments of the bacterial 

domain using the universal primers 27F (5′-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-

3′) and 1492R (5′-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3′) (Lane 1991). The three 

PCR products for each pond were mixed prior to cloning reaction. The cloning 

reaction, plasmid extraction, sequencing and PCR conditions were performed as 

previously reported (Pajares et al. 2012). We obtained one clone library per pond 

(n=80±10) and partial sequences of the 16S rRNA gene were obtained using the 

primer 27F. 

Sequence analysis 

Sequences were trimmed and manually checked using BioEdit software 7.0.9.0 

(Hall 1999). Sequences with average length of 700 bp were aligned with SILVA 

database and NAST aligner (DeSantis et al. 2006) using mothur v.1.31.2 

(Schloss et al. 2009) and manually checked. Chimera sequences were identified 

using Bellerophon software (Huber et al. 2004), UCHIME v4.2.40 (Edgar et al. 

2011), and DECIPHER (Wright et al. 2012) and were discarded from the dataset.  

Unique Operational Taxonomic Units (OTUs) were defined with a threshold of 

97% sequence similarity and were identified using mothur v.1.31.2 (Schloss et al. 

2009). 

Diversity and statistical analyses 

OTUs phylogenetic identity was determined using the classifier tool implemented 

in the Ribosomal Database Project (RDP) website (Wang et al. 2007). Once 
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unique sequences (OTUs) were determined, phylogenetic identity of OTUs was 

confirmed following a Neighbor-Joining analysis (500 bootstrap) in MEGA v.5. 

(Tamura et al. 2011) and a Maximum-Likelihood analysis (1000 bootstrap) using 

a TIM3+I+G model as determined by JModel test (Darriba et al. 2012) in PhyML 

v3.0 (Guindon et al. 2010). 

Once the total number of unique OTUs was defined, a matrix with all the OTUs, 

their abundance and sampling site was constructed in order to perform diversity, 

ordination and correlation analyses.  

Diversity analyses. To evaluate sampling effort and compare diversity among 

sampling sites, we determined coverage values, constructed rarefaction curves 

and estimated alpha diversity per pond with Chao 1, Shannon and Simpson 

diversity indices for all samples. Coverage values were determined using the 

Good estimator (Good 1953) following the equation C = (1 - n ⁄N) x 100, where C 

is the percentage of coverage of the library, n the number of singletons and N the 

total number of clones analyzed (Ragon et al. 2012). Beta diversity was 

calculated using Sorensen binary index (using dissimilarity 1-Sorensen) (Krebs C 

J 1999). Rarefaction curves and diversity indices were calculated in mothur 

v.1.31.2 (Schloss et al. 2009).  

Ordination analyses. To visualize patterns of environmental variables distribution 

and evaluate their correspondence with OTU distribution, we followed 

multivariate and ordination approaches (Ramette 2007). Principal Component 

Analysis (PCA) was performed to visualize environmental variance of the 

sampling sites (rda function carried out in Vegan package (Oksanen et al. 2013) 
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of R, version 3.0.1 (2013-05-16) (R-Core-Team 2013)), and Canonical 

Correspondence Analysis (CCA) was performed to model species response to 

environmental parameters (Ter Braak 1987) with OTUs abundance and 

standardized environmental data (cca function implemented in Ade4 package of 

R (Dray & Dufour 2007)).  

To standardize environmental variables, raw data were transformed to z-scores 

using decostand function (standardized method) implemented in R (Vegan 

package (Oksanen et al. 2013). The non-redundant and explanatory 

environmental variables (except geographic location) were identified by using 

three statistical criteria for the standardized environmental variables: PCA's 

loadings (higher than 0.70), paired correlation between variables (Pearson) and 

Colldiag's index (> 50, Suppl. Table 1). In addition, we also considered ecological 

relevance. The first component of the PCA analysis accounted for 69.2% of the 

total variation, mainly involving DOC (Dissolved Organic Carbon), Sal (salinity), 

IC (Inorganic Carbon), TDS (Total Dissolved Solids) and conductivity. Of these 

five variables, we found that DOC, Sal and IC are correlated (Suppl. Fig. 1), and 

we decided to reduce these three variables to only IC as the representative 

explanatory variable. Likewise, we discarded TDS due to its correlation with 

conductivity, since they are derived measures. Consequently, we only selected 

IC and conductivity from the first PCA component. The remaining four variables 

were retained in order to explore nutrient variables (NO2, TP (Total Phosphorus) 

or because their ecological relevance in determining aquatic bacterial 

communities (pH and TC (Total Carbon)) (Logue & Lindström 2008). All these 
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calculations were performed using R packages as following: the correlation 

between the variables was explored using cor function of Stats R package, and 

the graphics (order.single function) with Gclus (Hurley 2012) using panelutils.r 

script (Gillet 2007). Condition indexes and variance decomposition proportions 

(Colldiag function) were generated in Perturb v.2.05 (Hendrickx 2012). 

Correlation analyses. To statistically determine the relative importance of 

geographic and contemporary environmental conditions we conducted 

correlational analyses using OTUs incidence data, environmental and 

geographical parameters. These analyses were conducted with functions 

implemented in Vegan package (Oksanen et al. 2013) in R, unless specified 

otherwise.  

Three kinds of data matrices were constructed, a biological matrix composed by 

1 - Sorensen index (estimated with Vegdist function), an environmental matrix 

using selected environmental variables (standardized z-scores) was constructed 

calculating Euclidian distance (dist function, Stats R package (R-Core-Team 

2013)), and a spatial matrix that contained distances between ponds calculated 

from coordinates data. 

To test the effects of geographic distance vs. environmental dissimilarity on the 

assemblages composition (beta-diversity), we conducted pairwise Mantel tests 

among the three matrices using Mantel function (Pearson´s correlation, and 9999 

permutations) (Mantel 1967). 
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To identify the environmental variables that best correlated with community 

dissimilarities (biological matrix) we used Bioenv function (using Pearson 

correlation and 1-Sorensen (Bray binary) arguments). 

 

Nucleotide sequence accession numbers 

Sequences were deposited in GenBank with accession numbers KJ998817 to 

KJ999144. 

 

Results 

OTU composition: moderate turnover and phylum dominance   

Diversity estimated at OTU and phylum levels was distributed differently among 

sampling sites. We identified a total of 48 OTUs at 97% sequence similarity 

across 10 phyla (Figure 2a). From the 48 different OTUs, 17 were shared (i.e., 

found in more than one pond, Figure 2b). Regarding OTU abundance, all ponds 

had few abundant OTUs (more than 15 sequences per OTU) and many were 

rare (one or two sequences per OTU, Fig. 2b). The abundant OTUs in one pond 

were not exclusive, and were generally found in all the other ponds, but at lower 

numbers (Fig 2b). At the phylum level, each pond showed differences in relative 

abundance (Fig. 2c). The most abundant phyla were Actinobacteria in the A pond 

A, Betaproteobacteria in B, Cyanobacteria in C, and Verrucomicrobia in pond F. 

In order to describe differences in composition among ponds, we calculated a 

pairwise dissimilarity index (1-Sorensen, that ranges from 0 -identical 

composition of samples- to 1 -no similitude-) based on OTU composition, 
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represented in a UPGMA (Figure 3), and then we calculated the average for all 

the paired comparisons (0.548 +0.0973), which indicates moderate turnover 

between ponds.  

Despite the fact that rarefaction curves did not reach an asymptote (Fig. 4a), we 

observed that the coverage value for each gene library exceeded 80% and 

Chao1 showed that the predicted number of OTUs per site is similar to the one 

observed (Fig. 4b). Therefore, we conducted diversity comparisons among 

sampling sites through the calculation of different indices and used rarefaction 

curves as a comparative method of species richness from samples of different 

sizes. For the majority of indices (Shannon and Simpson) and rarefaction curves 

(Fig. 4a), A and B ponds were the most diverse sites and F pond the less diverse 

(Fig. 4b).  

Low environmental variation across aquatic ponds 

Environmental parameters among ponds did not show major differences. For 

example, conductivity measures ranged from 1940 to 2883.2 µS, and pH ranged 

from 7.53 to 7.81 (Table 1). Due to the extreme oligotrophy of these sites, some 

nutrients were in such low concentration that could not be detected (Table 1). As 

shown in the PCA analysis including all environmental variables, there is some 

environmental variation across ponds (Fig. 5). The results of PCA indicate that 

the first component explains 69.19 % of the variation dividing ponds in two: the F 

pond in one side and A, B, and C ponds in the other, being the F pond slightly 

different from the others in conductivity, salinity, TDS, IC and DOC (values in 

Table 1).  
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Neutral factors are influencing Pozas Azules bacterial assemblies 

To explore the association between OTUs composition and environmental 

parameters, we followed a canonical correspondence analysis (CCA) using OTU 

abundance and environmental parameters data for each pond. The original 15 

environmental parameters (Table 1) were reduced to six non-redundant 

explanatory variables (except geographic location), based on the three statistical 

criteria described in methods. The final environmental variables used for the 

analyses were total carbon (TC), inorganic carbon (IC), total phosphorus (TP), 

conductivity (Cond), nitrite (NO2) and pH. Many OTUs were specifically 

associated to only one pond (unique), and corresponded to specific 

environmental variables. For example, overlapping OTUs in the upper left of 

Figure 6 correspond with the highest levels of CT found in pond A. In contrast, 

there are OTUs distributed across all axes in the graphic, which indicates that 

they do not correspond with any specific environmental gradient or pond; these 

OTUs were present in more than one pond. 

To determine the relative importance of geographic (neutral) and contemporary 

environmental conditions (niche-based) in microbial diversity distribution, we 

conducted correlational analyses using environmental and geographical 

parameters, and OTUs incidence data. Environmental and geographic distance 

matrices were independently tested for correlation with the biological distance 

matrix (differences among sites represented by the dissimilarity index 1- 

Sorensen), using Mantel tests. The biological distance matrix did not show 

significant association with the environmental matrix (p=0.1671, r=0.5876). In 
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contrast, the biological distance matrix was significantly correlated with 

geographic distance (p=0.04117, r=0.7979). To further investigate the 

environmental variables that best correlated with community differences (i.e., the 

biological matrix), we performed a Bioenv test that identified TC, NO2, pH and 

conductivity as the best-fitted parameters; however, a Mantel correlation for 

these parameters was not statistically significant (p=0.0862, r=0.1635).  

Overall, the presented evidence shows statistical correlation between bacterial 

composition and geographic distance. 

 

Discussion 

Diversity distribution studies have helped to understand the influence of 

geographic (neutral) and environmental (niche-based) factors in biogeographic 

patterns. For many years, microbial diversity studies in a biogeographical context 

were inaccessible, hindering the understanding of the ecological and evolutionary 

processes shaping diversity at the microbial scale. Technological advances 

developed in the past two decades have allowed the exploration of microbial 

diversity in natural environments and to test hypotheses regarding factors 

determining its distribution.  

To properly investigate the causes of current diversity distribution by the analysis 

of biogeographical patterns, sampling design is critical and requires samples 

from locations that are geographically delimited, and have low environmental 

variation to avoid obscuring distance (neutral) effects (Bissett et al. 2010, 

Logares et al. 2013). 
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 In this study, we followed a culture independent approach with a sampling 

strategy that minimized environmental variation by looking at bacterial diversity in 

four ponds within an aquatic system known as Pozas Azules in the CCB, México. 

Our findings show for the first time in the CCB the influence of neutral or 

historical factors in prokaryotic diversity distribution.  

OTU composition: moderate turnover and dominance by one particular phylum 

The phylogenetic analysis of microbial diversity showed one numerically 

dominant phylum in each pond that could nonetheless be found in all the other 

ponds in lower numbers, which reflects the reported complexity of bacterial 

community assembly mechanisms: “no two, naturally assembled bacterial 

communities appear to be the same” (Curtis & Sloan 2004).  

The average beta diversity between ponds indicates that near 50% of OTUs 

were shared among them. These shared taxa (many of them also abundant), can 

be explained because they are widely dispersed and known as generalist 

bacteria (Langenheder & Székely 2011). The same phyla were previously 

reported in aquatic systems of the CCC valley (Escalante et al. 2008, Pajares et 

al. 2012, 2013), as well as in other freshwater systems (e.g. Zhao et al. 2012). 

Specifically, Actinobacteria have been described as widely distributed in 

freshwater lakes (Glöckner et al. 2000, Warnecke et al. 2004), because of 

dispersal capacity and spore formation (Newton et al. 2011). Another generalist 

group, shared among the studied ponds, is Cyanobacteria, of which 

Chlorococcales (Pajares et al. 2012) is the most abundant order in freshwater 

lakes (Newton et al. 2011). Alfaproteobacteria (Rhodobacteriales) has also been 
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reported with high abundance world wide (Fu et al. 2013), and 

Betaproteobacteria as predominant in mesocosms experiments by Langenheder 

and Székely (Langenheder & Székely 2011). The most abundant 

Verrucomicrobia OTU in our study is Luteolibacter, a non-motile bacteria, 

reported with a wide distribution (Yoon et al. 2012).  

In contrast to the dominant and shared phyla, other groups like Bacteroidetes, 

although shared, were not abundant, despite being registered as ubiquitous in 

aquatic environments (O’Sullivan et al. 2006). We also found OTUs that were 

exclusive to one sampling site, nonetheless most of these OTUs are also usually 

considered common generalist taxa of water bodies (e.g. Rhodobacteriaceae, 

OTU B_10) (Allers et al. 2007, De Corte et al. 2013).  

Overall, either shared or not, the generalist taxa were found in different 

abundances across ponds. Langenheder and Székely (2011) suggested that 

generalist groups usually represent neutrally assembled taxa, i.e., neutral 

processes may be  predominant if most taxa correspond to generalist groups.  

The local factors in Pozas Azules system: low environmental variation 

Environmental conditions of the sampled ponds do not show major variation 

among them. The similarity of environmental parameters among ponds is key to 

statistically disentangle the influence of neutral processes (geographic distance) 

from environmental variables in diversity distribution (Bissett et al. 2010, Logares 

et al. 2013).  

The 15 measured environmental parameters were reduced to six non-redundant 

explanatory variables. Of these, the four variables selected by Bioenv test (TC, 
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Cond, NO2 and pH), although not statistically correlated with community 

dissimilarities among ponds, are variables reported as important elements 

shaping bacterial lake communities (Logue & Lindström 2008, Yang et al. 2013). 

However, given our sampling strategy where environmental variation was 

selected to be minimal among sites, no statistical correlation of these variables 

with assemblage dissimilarity was expected. Despite low environmental 

variability, we did observe a deviation of one pond (F) from the other three 

(Figure PCA), which accounts for the possibility that with finer measurements at 

smaller spatial scales, environmental variation can be detected and in turn 

explain some observations such as differences in abundance of some phyla 

among ponds. 

Neutral factors are influencing Pozas Azules bacterial assembles 

Our sampling strategy allowed us to independently evaluate the correlation 

between community dissimilarity among ponds and geographic distance or 

environmental variables. 

Regarding environmental variables, Mantel correlation test was not statistically 

significant, and in the CCA analysis most OTUs did not show associations with 

any specific environmental condition. These non-conclusive correlations and 

associations were expected, given that environmental variability was chosen to 

be minimal. With respect to geographic effects on community composition, our 

results showed association of the aquatic bacterial composition with geographic 

distance among the ponds.  
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Despite several studies in the CCB focused in describing bacterial diversity 

(Souza et al. 2006, Escalante et al. 2008, Cerritos et al. 2011, Rodríguez-

Verdugo et al. 2012, Bonilla-Rosso et al. 2012, López-Lozano et al. 2012, 2013, 

Peimbert et al. 2012, Pajares et al. 2012, 2013, Rebollar et al. 2012), this is the 

first time that environmentally similar sites have been analyzed to specifically 

determine the contribution of neutral factors (history, geographic distance) vs. 

niche-based factors (physicochemical conditions) in the observed distribution of 

microbial diversity. Two previous studies described aspects of the microbial 

diversity from Pozas Azules (Pajares et al. 2012, 2013), but their focus was in 

analyzing the effect of environmental changes in the composition and diversity of 

bacterial communities in a mesocosms long-term experiment. Pajares and 

colleagues (Pajares et al. 2012, 2013) sampling was conducted two years later 

than the study described in this paper, including one of the ponds here analyzed, 

and it is worth to note several coincidences on the reported OTUs (≈50% of this 

study OTUs are reported in Pajares bacterial communities). The fact that we 

found coincidences in OTU composition with Pajares, suggests that there could 

exist a common pool of successful bacterial taxa that are also constant over time, 

supporting our idea that these taxa are generalist, which could result in the 

neutrally assembled dynamics that we are observing (Langenheder & Székely 

2011, Logares et al. 2013). These results also suggest that community dynamics 

in these ponds is associated with life history traits, as reported by Nemergut et al. 

(2013) which are dependent on dispersion capacity, and other bacterial 

ecological attributes (generalist or specialist). In this sense, rare and slow 
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growing taxa are reported with no geographic association in aquatic communities 

(Langenheder & Székely 2011), such as preliminary data for Planctomycetes in 

our samples (data not-shown), a slow growing phylum (Lage & Bondoso 2012), 

that, as stated, is departing from the assumptions of the neutral model (Logares 

et al. 2013). 

The geographical pattern found in this study is consistent with Martiny´s 3rd 

hypothesis that proposes the existence of limits to dispersal of bacteria, and 

states that this dispersal history is reflected in the correlation of beta diversity 

coupled with geographic distances. Behind this pattern, the dynamics of the 

community is mainly driven by rates of loss (extinction or emigration) or gain 

(immigration or speciation) of taxa in the community, as recognized by Hubbel´s 

neutral theory (Hubbell 2001). 

The geographical association was not statistically significant when using beta 

diversity indexes that contemplate abundance (Morisita-Horn or chord distance, 

data not shown). This fact supports the idea that using presence- absence data 

is a form to homogenize life histories in a community, cancelling out the effect of 

some specific group. Particular groups (hence, particular life histories) are better 

represented when using abundance-type beta diversity indexes, but considering 

relative abundances of groups makes the detection of geographic effects difficult, 

since neutral factors are only found when life history differences are excluded. As 

He and Hu stated “neutral theory (…) is a "mean field" theory that describes what 

communities are expected to be like if all species obeyed the mean” (He & Hu 

2005). Moreover, the Pozas Azules system allowed us to detect signals of 
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neutral processes, since it has been already reported that unconnected 

freshwater bodies where dispersal is limited are systems that allow to detect 

similar patterns such as distance-decay relationship (also shaped by neutral 

processes) (Hanson et al. 2012). 

 

Conclusions and perspectives 

We found evidence that neutral processes are of primarily influence in the 

composition of the aquatic bacterial communities in the Pozas Azules system. 

We were able to show the correlation between beta diversity (1-Sorensen) and 

geographic distance through the use of a sampling design that minimizes the 

effect of environmental variability. Many of the OTUs detected in Pozas Azules 

were similar to generalist taxa, which usually represent neutrally assembled taxa 

as previously reported (Langenheder & Székely 2011). 

To further advance in the investigation of the causes of diversity distribution of 

prokaryotes, it would be necessary to simultaneously control for environmental 

variation (using for example both contrasting and similarly environmental 

sampling sites) to test the relative influence of both neutral and niche-based, 

factors (Martiny et al. 2006). It would be relevant to also incorporate the study of 

specialist or rare taxa within the total communities (i.e. using specific primers or 

phylochip designed approaches, and also a highthroughput sequencing 

approach that would increase the number of taxa sampled (e.g. Logares et al. 

2013, Escalante et al. 2014). Finally, life-history aspects such as relative 

abundance, dispersion capacities, and ecological range (i.e. generalists vs. 
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specialist) are important traits to consider in future studies, in order to better 

understand the processes behind biogeographical patterns. 
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Figures 

Fig. 1 The Pozas Azules system. a) Map of México displaying the location of 

Cuatro Ciénegas Basin (CCB), and Pozas Azules system (squares) (modified 

from Rebollar et al. 2012). b) Aerial view of the C pond and nearest ponds. The 

circular form of the pools is visibly appreciated. Clear blue ponds (color not 

showed) that are associated with low conductivity values, such as C pond, were 

selected for this study (photograph used with permission of APFFCC). c) Spatial 
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distribution of the sampling sites at Pozas Azules ponds (ponds A, B, C and F), 

dashed lines show distance between them in kilometers (Google Earth image)  

 

Fig. 2 Taxa description of the Pozas Azules bacterial communities. a) Neighbor 

joining tree of representative 16S rDNA gene sequences. The representative 48 

OTUs of sequences are defined at 0.03 distance cutoff. Number after OTUs 

name correspond to sequence abundance (ML phylogeny gave very similar 

topology (data not shown). b) OTUs abundance bars. Each tone refers to 

different pond. c) Relative abundance (in percent) of bacterial phyla from the 

clone library data of the four ponds. Each bar refers to a different pond, and the 

number of clones obtained from each site (n) is indicated 

 

Fig. 3 UPGMA dendrogram showing bacterial composition similarities among 

ponds. Branch lenghts represent 1-Sorensen similarity coefficient, based on 

presence/absence of 16S rDNA sequences OTUs (detected at 97% cutoff). The 

numbers (height) are 1-Sorensen´s values 

 

Fig. 4. Diversity-related data of bacterial communities in Pozas Azules CCB. a) 

Rarefaction curves showing 95 %confidence interval of 16S rDNA gene 

sequences for each pond, displaying number of OTU detected (at 97% cutoff) 

versus number of sequences analyzed by pond. b) Table with different diversity 

data obtained with 16S rRNA sequences for each pond (OTUs at 97 % cutoff). 

 



	  

 73 

Figure 5. Biplot generated from a principal component analysis (PCA) of the 

standardize environmental variables. TC=total carbon, IC=inorganic carbon, 

NO2=nitrite, TP=total phosporous, Sal=salinity, DOC=dissolved organic carbon 

TDS=total dissolved solids, Cond=conductivity  and  pH. The different ponds are 

shown in the graph (A, B, C and F). Vectors show scaled environmental 

variables. The first component of the PCA analysis accounted for 69.2% of the 

total variation, mainly involving DOC, Sal, IC, and conductivity 

 

Fig. 6 Canonical correspondence analysis (CCA) modeling OTUs response to 

environmental parameters. Text correspond to OTUs names for the bacterial 

communities of each ponds (letters A, B, C and F), and vectors show scaled 

environmental variables. Six explanatory variables are shown (TC=total carbon, 

IC=inorganic carbon, Cond=conductivity, NO2=nitrite, TP=total phosphorous and  

pH) 

 

Supplementary figure 1. Pearson correlation coefficients for the standardized 

environmental variables. Diagonal boxes represent the environmental values 

registered for the four ponds. Down-left side boxes are the regression lines for 

the plotted data of each pair of variables; upper-right side boxes are the r values 

for the correlated variables (red for positive and blue for negative correlations). 

Asterisks represent statistically significant associated variables (* p= 0.05, ** 

p=0.01, *** p=0.001) 
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Tables 
 
 

 
Nutrient and other environmental data except coordinates are mean values, standard deviations 
are in parentheses. Lat=latitude, Long=longitude, TDS=total dissolved solids, TC=total carbon, 
IC=inorganic carbon, DOC=dissolved organic carbon, TP=total phosphorous, DOP=dissolved 
organic phosphorous, TN=total nitrogen, DIN=dissolved inorganic nitrogen in form of ammonium, 
DON=dissolved organic nitrogen. 

 

Table 1. Environmental data values obtained for each pond. 
 

 A B C F 
Lat N 26 49´24.4´´ N 26 49´31.8´´ N 26 49´34.7´´ N 26 48´37.08´´ 
Long W 102 00´53.2´´ W 102 01´5´´ W 102 01´22.8´´ W 102 00´47.64´´ 
pH  7.76 (0) 7.53 (0) 7.712 (0.09) 7.81 (0.10) 
Conductivity (µS)   2501.6 (8.73) 2529 (3.67) 2883.2 (3.63) 1940 (0) 
Salinity (mg/L) 8.70 (0.53) 8.51 (1.24) 7.66 (0.82) 3.18 (0) 
TDS (ppt) 1.3 (0) 1.3 (0) 1.5 (0) 1 (0) 
TC (mg/L) 120.265(0.54) 109.22 (14.03) 110.41 (19.36) 102.28 (3.84) 
IC (mg/L) 120.265 (0.54) 117.51 (7.13) 111.28 (18.12) 41.87 (1.38) 
DOC (mg/L) 0 0 0 60.4 (3.54) 
TP (mg/L) 0.83 (0.090) 0.89 (0.018) 0.87 (0.051) 0. 92 (0.025) 
IP (mg/L) 0 0 0 0 
DOP (mg/L) 0.83 (0.090) 0.89 (0.018) 0.87 (0.051) 0. 92 (0.025) 
TN (mg/L) 0 0 0 0 
DIN (NH4) (mg/L) 0 0 0 0 
DON (mg/L) 0 0 0 0 
NO2 (mg/L) 0 0 0.0026 (0.0015) 0 
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Supplementary Table 1. Colldiag tests values obtained for the standardized environmental variables 
Condition 

Index Variance Decomposition Proportions 

  Intercept TDS Cond Sal pH TC IC DOC TP NO2 

            
1 1 0.002 0.002 0.001 0.006 0.001 0 0.005 0.001 0 0.002 

2 2.759 0.001 0 0 0.01 0.001 0 0.01 0.156 0 0.088 

3 3.827 0 0 0 0.049 0 0 0.033 0.09 0 0.436 

4 67.937 0.996 0.998 0.999 0.936 0.998 1 0.952 0.754 1 0.474 



	  

 76 

 
Figure 1
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Figure 5 
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Figure 6 
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Supplementary Figure 1 

  



	  

 83 

 

 

 

 

CAPÍTULO III 

NOTAS SOBRE EL MUESTREO REGIONAL 
Análisis de la distribución y diversidad de las bacterias 

acuáticas en el desierto Chihuahuense (Coahuila) 
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1 Objetivos 

 

• Caracterizar la distribución y diversidad de comunidades acuáticas de 

bacterias en un muestreo a una escala regional (hasta 180 km) en el 

desierto Chihuahuense (Coahuila), utilizando la técnica de TRFLPs 

con el gen 16S ADNr. 

• Correlacionar la composición de estas comunidades de bacterias con 

características ambientales (pH y conductividad) de los sitios de 

muestreo, así como con la distancia geográfica entre ellos. 

 

2 Métodos 

 

En abril del 2004 se muestrearon 27 sitios en distintos sistemas acuáticos. 10 

muestras fueron tomadas en el valle de Cuatro Ciénegas, y 17 fuera de él, en el 

estado de Coahuila, a lo largo de un transecto aproximadamente circular de ca. 

180 Km de radio (Figura 1 y Tabla 1).  

 Cada uno de los sitios muestreados fue geo-referenciado utilizando un 

GPS, y con una sonda Hydrolab YSI600R (YSI Inc.,Yellow Springs, OH, USA), 

con la cual se hicieron mediciones de pH y conductividad in situ.  

 Se tomaron muestras de agua superficial (< 12cm de profundidad) en tres 

puntos distintos de cada sitio en cantidades iguales. Estas tres muestras se 

combinaron en botellas de plástico estériles de un galón, para formar una 

muestra compuesta para cada sitio.  
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Figura 1. Muestreo en un transecto de aprox. 180 km de diámetro. Los puntos señalan la 
posición de los 27 sitios de muestreo, y el número corresponde a la clave de la muestra tomada 
(ver Tabla 1 para especificaciones). Caracteres en blanco corresponden a sitios dentro del Valle 
de Cuatro Ciénegas, y en negro los que fueron muestreados fuera del valle. 
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Tabla 1. Especificaciones sobre los sitios de muestreo para comunidades microbianas acuáticas.  
 

Muestra Lugar Tipo de muestra 
1 CCC, manantial Churince Manantial 
2 CCC, sistema Pozas Azules, Poza Azul II Poza 
3 Municipio San Buenaventura Pozo 
4 Municipio San Buenaventura Río 
5 Valle del Hundido Pozo 
6 Valle del Sobaco Noria 15m 
7 Talía, pueblo cerca de Laguna de Mayrán Agua del pueblo 
8 Laguna de Mayrán Laguna 
9 Laguna de Mayrán Laguna 
10 Valle Ocampo Arroyo 
11 Valle Calaveras Acequia 
12 CCC Acequia 
13 CCC Agua de llave 
14 CCC Canal con peces 
15 CCC Pozo a pivote 
16 Cerca del pueblo El Rincón Cascada entre montañas 
17 Sierra de Australia Charco tipo presón 
18 Sierra de Australia Charco tipo presón 
19 Valle Ocampo Río 
20 Valle Ocampo Agua de riego 
21 Valle Calaveras Pozo 
22 CCC Agua de pozo para uso doméstico 
23 CCC Depósito de agua de manantial 
24 El Rincón Pozo, agua del pueblo 
25 CCC, Laguna Grande Churince Laguna 
26 Municipio San Buenaventura Pozo 
27 CCC, sistema Pozas Azules, Poza Azul I Poza 

 
 
 Las muestras de agua fueron filtradas en fresco utilizando membranas de 

policarbonato 0.45 µm (Durapore, Merck Millipore ©). Los filtros se congelaron 

inmediatamente a –80º en un contenedor de nitrógeno líquido.  

 En el laboratorio se extrajo el ADN de las bacterias en los filtros 

(Apéndice 1). Para cada muestra se amplificó el gen 16S ADNr por PCR 

utilizando oligonucleótidos marcados con fluorescencia (Apéndice 2).  

 Los fragmentos amplificados fueron digeridos con la enzima HaeIII para 

generar patrones de restricción en cada muestra, los cuales fueron procesados 

con la técnica de T-RFLPs (Apéndice 3), lo que nos permite conocer los perfiles 

de las comunidades bacterianas a partir de los OTUs obtenidos. Un OTU 

(Unidad Taxonómica Operacional en español) se refiere a cada uno de los 

fragmentos de restricción del gen 16S ADNr que se generaron para cada una de 

las comunidades analizadas (ejemplo en Figura 2).  
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Figura 2. Perfil de TRFLPs para el sitio 25 (Laguna Grande en Churince, CCC): cada pico es 
equivalente a una banda de ADN en un gel. Las flechas en gris señalan los picos que fueron 
utilizados en este trabajo (color verde) y corresponden al oligonucleótido 27F, en el inicio del gen 
16S ADNr. La flecha en blanco señala el fragmento obtenido con el oligonucleótido 1492, al final 
del gen. El resto de los picos (en rojo) corresponden al marcador de peso molecular. 
 

 Los fragmentos de T-RFLPs que se produjeron con el oligonucleótido 

27F, fueron analizados en GenMapper y registrados en una tabla de 

abundancia, tomando en cuenta el tamaño (lo cual refleja el taxón) y la altura de 

cada fragmento de restricción (que refleja la abundancia relativa) (Fierer & 

Jackson, 2006).  Estos datos fueron usados para calcular la diversidad beta en R 

(version 3.0.1 (2013-05-16) (R-Core-Team, 2013), utilizando el índice de 

disimilitud 1-Sorensen, que fue generado con la función vegdist del paquete 

Vegan (Oksanen et al., 2013).  

 Los datos de pH y conductividad fueron transformados a z-score 

utilizando la función decostand (con el método “standardized”) también con 

Vegan, y con estos valores se construyó la matriz de similitud ambiental, 

calculando la distancia euclidiana entre las variables transformadas (utilizando la 

función dist). A partir de las dos matrices (disimilitud 1-Sorensen y la matriz de 

similitud ambiental) se construyeron los dos clusters de UPGMA también en R 

(función hclust). La matriz de distancia geográfica (en Km) se calculó a partir de 

los valores de latitud y longitud entre cada par de sitios.  

 Se realizaron pruebas de Mantel entre la matriz de disimilitud 1-Sorensen 

contra las otras dos matrices, la de similitud ambiental y la de distancia 

geográfica, usando la función Mantel (correlación de Pearson y 9,999 

permutaciones), también en R. 

4.B Laguna Grande

OTUs (fragmentos o picos obtenidos)

4.B Laguna Grande

OTUs (fragmentos o picos obtenidos)



	  

 88 

3 Resultados 

 

3.1 Descripción general 

Para los 27 sitios muestreados se registró un total de 100 OTUs diferentes. Se 

obtuvieron de 2 a 24 OTUs para cada muestra, con un promedio de 11.4 OTUs 

por sitio. El 39% de OTUs estuvieron presentes una sola vez, y el resto 

pertenece a la proporción de OTUs que fueron compartidos por 2 y hasta en 23 

sitios (Figura 3). 

 

 
Figura 3. Frecuencias de aparición de OTUs. La suma de todas las frecuencias en esta gráfica 
corresponde al número total de OTUs obtenidos (100), representados en el eje y (número de 
OTUs). La mayoría de los OTUs o fragmentos estuvieron presentes en pocos sitios  (de uno a 
cinco, representados en el eje x), y los fragmentos con una amplia distribución no son muy 
frecuentes, ya que sólo un número pequeño de OTUs fue registrado en muchos sitios (menos de 
cinco OTUs compartidos en 8 y hasta 23 sitios). 
 
3.2 Análsis de clusters 

El análisis de clusters usando el algoritmo UPGMA generado con la diversidad 

beta (1-Sorensen), representa claramente que la mayoría de los sitios de 

muestreo tienen una composición muy distinta entre sí, separados por distancias 

largas casi todos ellos (Figura 4). Sólo 7 de las 351 comparaciones resultaron 

menores a 0.5, y de esas 7, el valor más bajo obtenido fue de 0.3 . 
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 Los sitios de muestreo 2 y 23, que corresponden a Poza Azul I y II en 

Pozas Azules, Cuatro Ciénegas, son los únicos sitios que son cercanos en 

composición de OTUS (i.e., tienen una mayor similitud de sus comunidades 

bacterianas) y geográficamente (ver Figura 1). Para el resto no hay una 

asociación fuerte con la distancia entre muestras y la similitud de la comunidad. 

Tampoco se observa alguna asociación entre las muestras que provienen dentro 

o fuera del valle de Cuatro Ciénegas, o entre los valles que podrían estar 

conectados geológicamente con CCC. En resumen, la composición en cada uno 

de los sitios es particular y pocos sitios son similares entre sí respecto a la 

composición de OTUs. 

 En cuanto al cluster que representa la similitud ambiental (Figura 5), estas 

mismas dos muestras tomadas en Pozas Azules que fueron similares en 

composición beta (2 y 27) también resultaron similares ambientalmente. Además 

hubo otras que ambientalmente son equivalentes en Cuatro Ciénegas (12 vs. 14, 

tomadas de agua que fluye en un canal y de una acequia, y 15 vs. 23 (pozo y 

depósito de agua).  

Sobre las muestras fuera de CCC, resultaron ambientalmente más cercanas las 

muestras 17 vs. 18 (charcos en la Sierra de Australia) así como la 5 vs. 7 (un 

pozo en el Hundido y agua en Talía, pueblo cerca de Mayrán) y por último la 10 

vs. 20 (agua de riego y un río en Ocampo). No se observa una asociación 

particular entre el tipo de muestras, tampoco entre sitios dentro y fuera de 

Cuatro Ciénegas, ni entre sitios cercanos geográficamente.  
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Figura 4. Análisis de cluster usando el algoritmo UPGMA construido con la matriz de disimilitud 
1-Sorensen. Los números en negritas son sitios de muestreo fuera del valle de Cuatro Ciénegas 
(VO=Valle Ocampo, LM=Laguna de Mayrán, SA=Sierra de Australia, VC=Valle Calaveras, 
VH=Valle del Hundido, ER=El Rincón, T=Talía, SB=San Buenaventura, CER=Cerca de El 
Rincón, VS=Valle del Sobaco), y las muestras tomadas dentro del valle están representadas por 
los números más claros (Chu=Churince). La mayor parte de los sitios tiene distancias grandes 
entre ellos (cuyo valor está representado por la altura (height), lo que significa que la 
composición de los OTUs encontrados para cada sitio es muy diferente.  
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Figura 5. Análisis de cluster usando el algoritmo UPGMA construido a partir de la matriz 
ambiental (pH y conductividad). Al igual que en la Figura 4, los números en negritas son sitios de 
muestreo fuera del valle de Cuatro Ciénegas (VO=Valle Ocampo, LM=Laguna de Mayrán, 
SA=Sierra de Australia, VC=Valle Calaveras, VH=Valle del Hundido, ER=El Rincón, T=Talía, 
SB=San Buenaventura, CER=Cerca de El Rincón, VS=Valle del Sobaco), y las muestras 
tomadas dentro del valle están representadas por los números más claros (Chu=Churince, 
LG=Laguna Grande). 
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3.3 Patrones biogeográficos. Comparación entre diversidad beta (1-Sorensen) 

vs. variables ambientales y distancia geográfica 

 

La prueba de Mantel entre la diversidad beta (1-Sorensen) contra variables 

ambientales (pH y conductividad) y distancia geográfica resultó significativa para  

 

 
 

Figura 6. Diversidad beta (1-Sorensen) vs. distancia ambiental. Cada uno de los puntos 
graficados representa la comparación entre un par de sitios (para 27 sitios son 351 
comparaciones). La posición de cada punto corresponde a la diferencia ambiental que hay entre 
los dos sitios y la disimilitud entre ellos (1-Sorensen). Se calculó también la regresión lineal 
correspondiente (R2= 0.05729, p= 3.436e-06).  
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la matriz ambiental (Figura 6), lo que indica que los sitios ambientalmente 

similares, comparten mayor número de OTUs. No se encontró asociación con la 

distancia geográfica (Figura 7), lo cual indica que OTUs similares no se 

encuentran necesariamente cerca en el espacio. 

 

 

 
 
Figura 7. Diversidad beta (1-Sorensen) vs. distancia geográfica. Análogo a la Figura 6, cada uno 
de los puntos (rectángulos y círculos) corresponde a un par de sitios, cuya posición en este caso 
está dada por la distancia geográfica entre los dos, así como por la disimilitud entre ellos (1-
Sorensen). Se grafica también la regresión lineal (R2= -0.002665, p=	  0.7917).  
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4 Discusión 
“La historia evolutiva y fragmentada de los desiertos en el mundo ha sido la 
fuerza que ha moldeado su rareza biológica, su adaptación a condiciones 
locales, y su especialización a los ambientes aislados. Después de 
millones de años en aislamiento, las fuerzas de evolución y fragmentación 
han llevado a formas únicas de vida en cada desierto, extrañas plantas y 
animales extraordinarios. Los desiertos del mundo son islas biológicas y 
culturales, tierras de aventura y fantasía, hábitats sorprendentes, en las 
que encontramos muy frecuentemente con enmarañadas formas de 
crecimiento y territorios de una inmensa belleza natural”  
(Ezcurra, 2006) .  

 

 

Cuatro Ciénegas es un valle anclado en el desierto Chihuahuense, y tal como lo 

describe Ezcurra (2006) refiriéndose a los desiertos, “de una inmensa belleza 

natural y con hábitats sorprendentes”. Ha sido investigado por nuestro grupo 

desde hace unos quince años, y en ese entonces ya existían estudios sobre los 

macroorganismos que ahí habitan. Estos estudios describen a un gran número 

de especies de animales y plantas endémicas, pero en aquéllos años no existían 

datos sobre la diversidad microbiana del valle.  

 A lo largo de este tiempo, nuestro grupo de investigación se ha dedicado 

a analizar esta diversidad, con lo que se ha generado un número cada vez 

mayor de publicaciones utilizando enfoques diferentes, desde aquéllas que 

analizan poblaciones o comunidades de bacterias acuáticas (Avitia et al., 2014, 

Cerritos et al., 2011; Escalante et al., 2008; Noguez et al., 2008; Rebollar et al., 

2012; Rodríguez-Verdugo, et al., 2012; Souza et al., 2006) o describen tapetes 

microbianos (Bonilla-Rosso et al., 2012; Peimbert et al., 2012), hasta 

microcosmos en agua (Pajares et al., 2013, 2012) o mesocosmos de suelo 

(López-Lozano et al., 2013, 2012).  

 El presente trabajo, además de analizar comunidades de bacterias 

acuáticas dentro del valle de CCC, también considera otras comunidades 

acuáticas del desierto Chihuahuense que están ubicadas fuera del valle. Este 

diseño es una de las dos aproximaciones usadas para analizar la distribución de 

la diversidad de bacterias acuáticas de la presente tesis, en este caso utilizando 

una escala regional (180 km), y con sitios de muestreo que tienen grandes 

diferencias de pH y conductividad entre ellos. Se empleó una técnica 



	  

 95 

independiente de cultivo, que permite de una manera rápida y precisa comparar 

grosso modo varias localidades al mismo tiempo (Noguez et al., 2005; Reed & 

Martiny, 2013), conocida como T-RFLPs (para una revisión sobre esta y otras 

técnicas moleculares, ver Espinosa-Asuar et al., 2014).   

 Describir la diversidad bacteriana desde un enfoque ecológico permite 

aportar información sobre una de las grandes polémicas que existen en la 

literatura desde hace algunos años, que cuestiona si los microorganismos 

también están sujetos y responden a procesos ecológicos y evolutivos tal como 

lo hacen los macroorganismos (e.g. límites de dispersión) (O’Malley, 2008; Sul et 

al., 2013), y se pregunta cuáles son las causas de sus patrones de distribución 

(Hanson et al., 2012; Lindström & Langenheder, 2012; Martiny et al., 2006; 

Nemergut et al., 2013). 

 Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que la distribución de 

la diversidad de las comunidades estudiadas dentro y fuera de CCC tuvo 

algunas semejanzas con patrones de distribución de macroorganismos. La 

primera similitud fue sobre el patrón que tiene la distribución de abundancias 

(Figura 3), con muchas especies (o en nuestro caso OTUs) presentes en pocos 

sitios, y pocas especies presentes en un gran número de sitios (McGeoch & 

Gaston, 2002; Pedrós-Alió, 2012), tal como se reporta para macroorganismos. 

Otra evidencia importante se obtuvo en el índice de disimilitud entre 

comunidades (diversidad beta), que resultó con un valor elevado (mayor a 0.5 

para la mayoría de las comparaciones), lo que refleja una composición particular 

para cada uno de los sitios muestreados (Figuras 4 y 5). Estas dos evidencias 

reflejan cierto grado de aislamiento en las comunidades bacterianas 

muestreadas.  

 Como parte de la polémica mencionada, algunos grupos de trabajo (e.g. 

Finlay, 2002), basándose en postulados que han prevalecido desde hace casi un 

siglo en la ecología microbiana (Baas Becking, 1934), han sugerido que el 

tamaño pequeño de los microorganismos, así como sus grandes tasas de 

dispersión, producen una distribución que no es similar a la de los 
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macroorganismos, porque los microbios estarán “en todos lados”, y por lo tanto 

se esperarían comunidades que pueden tener una gran similitud entre ellas.  

 Las dos primeras evidencias del presente trabajo, apuntan en otro 

sentido. Sí se encontraron microorganismos (OTUs) que están “en todos lados”, 

pero al igual que los macroorganismos, la mayoría de los OTUs obtenidos 

presentan distribuciones restringidas, lo cual genera diferencias elevadas en la 

composición de los sitios muestreados, por lo que la disimilitud entre la mayor 

parte de los sitios fue mayor al 0.5 en casi todos los casos (Figura 4). En otros 

estudios similares, realizados en comunidades acuáticas de bacterias, también 

se ha reportado una composición diferente entre sitios. Como ejemplos podemos 

citar estudios en lagos belgas (Van der Gucht et al., 2005), españoles (Reche et 

al., 2005), en distintos sistemas acuáticos dentro del valle de Cuatro Ciénegas 

(Escalante et al., 2008; Espinosa-Asuar et al., n.d.), o en comunidades marinas 

de bacterioplancton (Ghiglione et al., 2012), entre otros.  

 Por otro lado, si analizamos detenidamente las dos gráficas (Figuras 6 y 

7) que correlacionan la diversidad beta (1-Sorensen) vs. la distancia geográfica o 

la diferencia ambiental, puede observarse un patrón interesante. Los puntos 

(comparaciones pareadas) que provienen de la comparación de sitios que 

resultaron con grandes diferencias ambientales o con una gran distancia entre 

ellos (aquéllos puntos con tendencia hacia la derecha de la gráfica), 

corresponden siempre a comunidades de bacterias cuya diferencia en 

composición (diversidad beta) también tuvo valores muy altos (y por lo tanto 

situados hacia arriba de las gráficas), esto es, no son comunidades similares. De 

esta forma no existen puntos que caigan en el área derecha y hacia abajo de 

ninguna de las dos gráficas, lo que significa que en este muestreo no hubo 

comunidades de bacterias que tuvieran grandes diferencias ambientales o 

distantes entre ellas, que además fueran similares en composición (con bajos 

valores de diversidad beta). Esto nos sugiere que existe una distribución de 

bacterias que no es al azar. Dicho de otra forma, una gran diferencia ambiental o 

una gran distancia geográfica entre sitios siempre estuvo asociada a 

comunidades que son muy distintas entre sí.  
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 Respecto a las pequeñas diferencias ambientales o de distancia, tanto en 

la Figura 6 como en la 7 puede observarse que estos puntos (situados hacia la 

izquierda de las dos gráficas) están situados en un gradiente que va desde la 

parte alta hacia la parte baja de las gráficas.  

 En el caso de la distancia geográfica (Figura 7), esto se explica porque 

dos comunidades que son geográficamente cercanas pueden además ser 

ambientalmente distintas, y por lo tanto podrían tener comunidades muy distintas 

entre sí porque están adaptadas a dos ambientes contrastantes. Por el contrario, 

dos comunidades vecinas también podrían ser ambientalmente equivalentes y 

probablemente tendrán una composición (diversidad beta) similar. De esta 

forma, las comunidades de bacterias que son geográficamente cercanas pueden 

ubicarse entre estos dos extremos de posibilidades dependiendo del gradiente 

ambiental en el que se ubiquen, creándose este gradiente de puntos. En relación 

con este hecho, es importante recordar que ya ha sido reportado que grandes 

diferencias ambientales pueden enmascarar los efectos de la distancia 

geográfica (Bissett et al., 2010; Logares et al., 2013) tal como podría reflejarlo el 

gradiente de puntos que se observa en esta gráfica.  

 Para el caso de la gráfica ambiental ocurre algo similar, ya que 

comunidades ambientalmente equivalentes podrían estar geográficamente muy 

alejadas, por lo cual pueden tener una diferencia mayor en su composición, que 

aquéllas comunidades ambientalmente equivalentes, que estén geográficamente 

más cercanas. En este caso (Figura 7) el gradiente entre los puntos (esto es, la 

distribución hacia arriba y abajo de la gráfica) no resultó tan amplio como en el 

caso de la gráfica de distancia geográfica. Grandes diferencias ambientales 

pueden enmascarar los efectos de la distancia geográfica, pero no ocurrió al 

contrario, con lo cual la matriz ambiental resultó tener una correlación 

estadísticamente significativa con la matriz de composición (diversidad beta) de 

las comunidades bacterianas estudiadas en este trabajo.  

 Con esta misma metodología (T-RFLPs) también se han publicado 

patrones de diversidad o composición microbiana que están asociados a 

factores ambientales (Fierer & Jackson, 2006; Noguez et al., 2008; Reed & 
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Martiny, 2013; Zhao et al., 2012). Las dos variables analizadas, pH y 

conductividad, son factores ambientales reportados (entre otros) para 

ecosistemas acuáticos, como elementos que son determinantes en la estructura 

de la composición de comunidades de bacterias (Jones et al., 2012) tal como se 

ha demostrado en este estudio.  

 Por otro lado, en algunos artículos que analizan la distribución de 

diversidad bacteriana utilizando la prueba de Mantel, es posible encontrar un 

patrón similar al descrito previamente (e.g. Bissett et al., 2010; Logares et al., 

2012, Lear et al., 2014). Sería interesante analizar este tipo de distribución 

desde una aproximación estadística más formal. Una opción es modelar los 

datos reportados en este tipo de estudios, para comprobar, por ejemplo, si estas 

comunidades con grandes diferencias ambientales y espaciales siempre están 

asociadas a una composición muy distinta, y si esta asociación es 

significativamente distinta a lo que se esperaría por azar. 

 Por último, es necesario mencionar que muchas de las técnicas 

moleculares conocidas como fingerprinting, así como también las librerías de 

clonas, y las nuevas tecnologías de secuenciación de nueva generación (NGS), 

cuando se hacen a baja cobertura, detectan únicamente a los componentes 

abundantes de una comunidad. En el caso de técnicas de fingerprint, detectan 

abundancias mayores al 1% de la comunidad total (Casamayor et al., 2000, Lee, 

2014), pero no son capaces de evaluar la contribución de los taxa raros 

(Espinosa-Asuar et al., 2014; Jones et al., 2012). De esta manera, es importante 

aclarar que las conclusiones de este y otros trabajos con metodologías similares, 

representan a los taxa abundantes de las comunidades. Existen pocos reportes 

que se enfocan al estudio de taxa raros, por lo cual estos patrones están hoy en 

día en proceso de describirse (Langenheder & Székely, 2011; Logares et al., 

2013).  
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5 Conclusiones 

 
En resumen, no encontramos efecto de procesos neutros en las 

comunidades muestreadas. Por otra parte no se observaron patrones sencillos 

entre los sitios que se encuentran dentro y fuera de Cuatro Ciénegas. La 

composición obtenida para  cada uno de los sitios es particular y pocos sitios 

son similares entre sí respecto a la composición de OTUs. Por último 

encontramos que la estructura de la comunidad de los sitios muestreados está 

influenciada por los factores ambientales medidos en el trabajo (pH y 

conductividad). 
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APÉNDICE 1 

 

Protocolo de extracción de ADN con “Ultraclean water DNA Kit” Marca MoBio. Cat. No. 

148 00-25 

 

1. Colocar 1 ó 2 filtros en el “bead tube” y agregar 4 ml de “bead solution”, vortex 1 

mn. Es posible colocar más de 2 filtros en un mismo tubo, en particular para 

muestras de agua que utilizaron muchos filtros. Si es necesario, poner 0.5ml 

más de solución. 

2. Agregar 0.5ml de solución WD1 y 5 µl de RNAsa, vortex 30 secs. Colocar los 

tubos horizontalmente en el agitador y mezclar a toda velocidad por 15 mn. 

3. Centrifugar los tubos a 5000 rpm por 3 mn. Eliminar los filtros con cuidado antes 

de centrifugar. 

4. Transferir el sobrenadante a un tubo limpio de 15 ml y agregar 0.6 ml de 

solución WD2. Vortex 5 secs, incubar a 4º por 30 mn. 

5. Centrifugar a 5 000 rpm por 6 mn. Transferir el sobrenadante con la pipeta a un 

tubo limpio y agregarle 8 ml de solución WD3. Vortex 5 sec. 

6. Poner la mezcla en un “tubo-filtro” y centrifugar a 4000 rpm por 3 mn. Eliminar el 

filtrado. 

7. Agregar 3 ml de solución WD4 y centrifugar a 4000rpm por 3 mn. Descartar el 

filtrado. 

8. Repetir paso 7 con WD4 para asegurar que el ADN quede muy limpio. 

9. Centrifugar nuevamente a 5000rpm por 5 mn. 

10. Secar el filtro durante 20 mn a temperatura ambiente. 

11. Colocar el filtro en un nuevo tubo y agregar 3 ml de solución WD5. 

12. Dejar en reposo por 12 hrs. a 4ºC 

13. Centrifugar a 5000rpm por 3 mn. Ahora el ADN está eluído en el filtrado. 

 

A los 3 ml obtenidos: 

14. Transferir el ADN a un falcon de 15 ml.  

15. Añadir 2.5 ml de fenol. Mezclar por inversión. 

16. Centrifugar a 3,700 rpm por 15 mn en canastilla de columpio 

17. Recuperar sobrenadante en un falcon limpio.  

18. Añadir fenol:cloroformo: isoamílico 25:24:1 
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19. Centrifugar a 3,700 rpm por 15 mn en canastilla de columpio 

20. Recuperar sobrenadante en un falcon limpio. 

21. Añadir acetato de sodio a concentración final de 0.3M 

22. Añadir 4 ml de glicoblue y 2 vols de etanol 

23. Mezclar por inversión. 

24. Dejar precipitar 15 mn a -20º  

25. Centrifugar en ángulo fijo a 7,500 rpm por 30 mn a 4º  

26. Quitar el alcohol y limpiar el precipitado con 2 ml de EtOH al 70% 

27. Dejar secar el precipitado 

28. Resuspender en 30 µl de agua ultra pura 

29. Dividir el ADN en dos alícuotas de de 15µl cada una. Si el ADN está en uso 

guardar una de ellas a 40 y la otra a -200.  
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APÉNDICE 2 

 

PCR del gen 16S ADN ribosomal, amplificado con fluorescencia para TRFLPs 

 

Oligonucleótidos 

27F AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG marcado con VIC. 

1492R TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T marcado con FAM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ciclos de reacción 

94o por 3 mn. 20 ciclos de 94o por 1 mn 52o por 1 mn y 72o por 1mn 20 seg. Extensión 

final por 3 mn.  

 

  

Concentración inicial de 

cada reactivo 

Concentración 

final 
Cantidad para 100µl 

(en µl) 

Buffer 10X 1X 10 

MgCl 30mM 2mM 6.6 

dNTPs 10mM 0.8mM 8 

Oligonucleótidos 10µM 0.3µM 3 

Agua --- 68.2 

ADN 10 a 100ng 0.2 a 2 ng/µl 1 

Taq  5U/µl 1U en 50 µl 0.2 



	  

 107 

 

APÉNDICE 3 

 
Protocolo TRFLPs 

 
1. PCR con oligos marcados 100ul c/u por triplicado, 20 ciclos máximo (sugerido 

por Acinas et al., 2005) 
2. Extraer banda en gel con el kit Qiaquick gel extraction kit, marca Quiagen. Cat. 

No. 28706) 
3. Resuspender en 30 µl 
4. Medir la concentración de producto en biofotómetro (Eppendorf ©) Utilizar 40 ng 

para cada digestión. En el secuenciador cargar 20 ng; y usar los otros 20 ng 
como “backup”, guardados secos y congelados para que no se echen a perder). 

5. Digestión con enzimas de restricción: 
 

Digestión en 20 µl 
 
40 ng del producto, en 18ul de agua.  
2µl de Buffer 10X correspondiente 
5 U de enzima (HaeIII en este caso) 

 
Dejar a 37º por 12 hrs., y un ciclo de 65º final para desactivar la reacción, utilizar un 
termociclador para mayor exactitud en la temperatura. 
 

6. Desalar restricción (dividir la rxn en 2 partes, y llevar cada una a 50ul) 
 

a) 1/10V 125 mM EDTA a cada muestra (5ul para 50 µl) 
b) Añadir 1/10 3MNaOAc (PH5.2) a cada uno. Mezclar con pipeta (5µl para 

50 µl) 
c) Añadir 2.5V 100%EtOH (125ul para 50 µl) 
d) Vortex, incubar TA 15 mn 
e) Centrifugar 2500g 30mn (placa) o 14 000 g 25 mn (tubo) 
f) Inmediatamente voltear placa o quitar el etanol si es tubo 
g) Centrifugar 185g 1mn para secar (placa) 
h) Limpiar 35ul EtOH 70% a c/pozo (placa) o 100ul si es tubo. Centrifugar 

igual  (e, f y/o g).  
i) Centrifugar placa invertida 185g x 1mn (placa) 
j) Resuspender en 9.5 ul formamida y 0.5ul ROX. O guardar botón 

congelado a -20oC. 
 

 
7. Análisis de datos: 

El producto se analizó en un secuenciador Abi Prism ® 3100-Avant (Applied 
Biosystems), en las siguientes condiciones: 
Condiciones de corrida para el capilar de 50 cm: 12 V, 14 000 para el tiempo de corrida 
y 15 sec. de tiempo de inyección (puede variarse a 30). 
Se realizaron corridas por triplicado para cada muestra.  
Utilizando el programa GenScanner se analizaron los picos mayores a 20 Unidades de 
fluorescencia, sólo si estaban presentes en las tres réplicas.  
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1 Sobre patrones y métodos moleculares 

Los resultados que se describen en el Capítulo I de esta tesis, con el análisis de 

una muestra de mar de Yucatán, permiten reflexionar sobre los alcances de las 

distintas herramientas moleculares utilizadas. En este contexto, en cuanto a 

patrones de diversidad y distribución de comunidades bacterianas se refiere, es 

importante resaltar el sesgo de no detección de los taxa raros.  

 Para comprender la influencia que este sesgo puede tener en los patrones 

de comunidades analizadas en esta tesis, es necesario mencionar que Zinger y 

colaboradores desde 2012 desarrollaron la idea de que los patrones de 

abundancia y diversidad de comunidades bacterianas no resultan 

sustancialmente distintos si se incluye o no a taxa raros. Esta hipótesis ya había 

sido propuesta previamente (Agogue et al., 2011; Gobet et al., 2010; Pommier et 

al., 2010). En un artículo reciente Zinger et al., (2014) esta propuesta se 

confirma, utilizando bases de datos muy amplias con 438 muestras, en un 

detallado análisis de la diversidad beta en comunidades microbianas marinas. 

Tomando en cuenta estos antecedentes, es posible afirmar que por un lado los 

patrones que se obtienen con el uso de tecnologías sencillas, como las que se 

usaron en esta tesis (clonación y TRFLPs) están asociados a taxa abundantes 

en las comunidades estudiadas, y esta abundancia es lo que permite su 

detección con estas técnicas. Por otro lado, y como idea muy importante, este 

tipo de patrones son válidos aún en estudios con muestreos relativamente 

limitados, y por lo tanto su discusión dentro de la ecología microbiana tiene 

validez, al igual que aquéllos estudios que han utilizado nuevas tecnologías, más 

costosas y poco accesibles para laboratorios de bajo presupuesto. Esto último 

además implica un problema informático que no es trivial, en lo que se refiere al 

manejo e interpretación correcta de toda la información que se genera.  

 Así, el uso de estas tecnologías bajo costo, e incluso más sencillas 

experimentalmente (como lo es el caso de los TRFLPs), vuelve posible que 

laboratorios con poco presupuesto, puedan caracterizar robusta y válidamente 

su propia (y poco explorada hasta ahora, como es el caso de países 
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latinoamericanos) diversidad microbiana. 

 

2 De patrones y factores 

Existe ya una gran cantidad de información publicada que permite afirmar que es 

posible describir a los patrones de distribución de microorganismos con los 

mismos principios ecológicos y estadísticos que se utilizan para describir a los 

de macroorganismos (Martiny et al., 2006; Hanson et al., 2012; Nemergut et al., 

2013; Zinger et al., 2014).  

 Entre los ejemplos de patrones para microorganismos reconocidos en la 

literatura (para una buena revisión ver Hanson et al., 2012 y Nemergut et al., 

2013), se encuentra el decaimiento por distancia (Astorga et al., 2012), otro es la 

estructura de las comunidades, asociadas en su mayoría a condiciones 

ambientales (92% de las publicaciones encuentran asociación ambiental, de 

acuerdo a Hanson et al. (2012), pero también a procesos neutros (cerca del 

69%). A nivel filogenético, un patrón importante que se ha reportado es que los 

atributos simples (por ejemplo el uso de sustratos de carbono) están dispersos 

en la filogenia y los conservados y más complejos (fotosíntesis o 

metanogénesis) se encuentran en clusters que provienen de ramas muy largas 

en la filogenia (Martiny et al., 2013). Respecto a los patrones reportados para 

comunidades acuáticas en particular, la mayoría de los reportes también asocian 

la estructura de las comunidades a factores ambientales (96% vs. ≈50% a efecto 

de distancia) (Hanson et al., 2012). En coincidencia con esta idea, se ha 

reportado que la adaptación  local es un factor predominante en este hábitat, ya 

que en los metagenomas de comunidades de lagos predominan genes 

adaptados a cada ambiente particular (Eiler et al., 2014). Es interesante señalar 

que el tamaño efectivo del genoma ha resultado menor en mar y mayor en lagos 

(Eiler et al., 2014), y se han publicado evidencias de cuellos de botella y 

clonalidad en estos hábitats (Zaremba-Niedzwiedzka et al., 2013). 

 Así como existen patrones claros y reconocidos en la literatura, también es 

importante mencionar que los mecanismos asociados a la distribución de los 

organismos en comunidades ecológicas en general son muchos y muy 
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complejos (Vellend, 2010; Nemergut et al., 2013). Desde hace más de un siglo 

los ecólogos se debaten entre cuáles son las formas posibles en las que las 

comunidades pueden estructurarse. El debate clásico (Clements vs. Gleason ca. 

1926) implicaba reconocer o negar la existencia de conceptos importantes, como 

son las interacciones ecológicas y las comunidades (Clements), o el papel del 

azar y de las condiciones ambientales (Gleason). Actualmente, más que negar la 

existencia de una posibilidad u otra, se reconoce la necesidad de incorporar a 

todas las opciones conceptuales (Levins & Lewontin 1985). En este mismo 

sentido, la cuestión que se ha vuelto popular en los últimos 20 años para el caso 

de comunidades de microorganismos, ha sido debatir si están estructuradas por 

factores abióticos o factores neutros, y el fondo de esta cuestión radica en el  

reconocimiento o negación de la existencia de límites de dispersión en bacterias. 

Si se retoma el planteamiento de Levins y Lewontin (1985), reconociendo ambas 

posibilidades sin necesidad de negar una u otra, esta cuestión quedaría zanjada; 

lo cual es confirmado por las evidencias que apuntan hacia una síntesis de 

ambas perspectivas (Leibold & McPeek, 2006). Se ha reportado por ejemplo, 

para comunidades bacterianas de lagos suecos, que mientras más contrastantes 

sean las características ambientales, éstas serán las que determinen la 

composición de la comunidad (Östman et al., 2010, 2012), y por el contrario, en 

ambientes similares, el efecto neutro podría ser el determinante (Bissett et al., 

2010; Logares et al., 2013).  

 Además del análisis de la estructuración de las comunidades bacterianas 

por factores neutros o factores abióticos, como lo hace este trabajo y muchos de 

los artículos que actualmente se publican, las interacciones bióticas son un 

factor poco contemplado en la literatura, sobre todo en aquéllos reportes que 

utilizan técnicas para analizar el ADN genómico microbiano. Existe una limitante 

metodológica importante, relacionada con la imposibilidad de determinar a qué 

individuo de la comunidad total le pertenece cada una de las muchas secuencias 

que se generan en este tipo de análisis. Por lo tanto, la información obtenida 

sobre los fenotipos presentes en la comunidad asociados a algún taxón en 

particular no resulta muy precisa. Una solución sería obtener genomas 
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completos para cada taxón presente en una comunidad, pero el tamaño de los 

fragmentos obtenidos a partir de ADN ambiental aún no permite el armado de 

cada genoma, con lo cual sería posible la caracterización exacta para cada 

taxón. Algunos artículos han inferido el fenotipo de manera indirecta, mediante la 

comparación de los fragmentos del gen 16S ADNr (lo cual permite una 

caracterización taxonómica) con genomas completos ya publicados (e.g. 

Goberna et al., 2014, Barberán et al., 2014), lo que resulta en inferencias 

aproximadas sobre el fenotipo de cada individuo; con estos datos han generado 

resultados interesantes sobre la estructura de las comunidades bacterianas. 

Otra manera que resulta más precisa para el estudio de las interacciones 

bacterianas ha sido a partir de bacterias en cultivo, con las restricciones que 

implica una sub-representación de la comunidad, ya que sólo el 1% de las 

bacterias pueden ser cultivadas.  

 

2.1 Sobre patrones triangulares  

 En cuanto a los patrones en forma de triángulo que se observan en las 

pruebas de Mantel reportadas en la literatura (e.g. Bissett et al., 2010; Lear et 

al., 2014; Logares et al., 2013) y que también se obtuvieron en este trabajo 

(Capítulo III), generados al asociar la diversidad beta con las distancia ambiental 

o geográfica de las comunidades, éstos podrían ser un reflejo de cómo ambos 

factores –tanto neutros como abióticos– pueden estar influenciando a la vez la 

estructura de las comunidades, en coincidencia con la propuesta de Leibold & 

McPeek, (2006) hacia una síntesis de ambas perspectivas.  

 Para un mayor entendendimiento de este patrón triangular, se plantea un 

muestreo hipotético en tres montañas (Figura 1, arriba), asumiendo que sus 

comunidades están estructuradas tanto por factores ambientales (abióticos en 

este caso), como por factores geográficos, tal como lo proponen Leibold & 

McPeek (2006). En la figura se comparan distintas combinaciones de 

comunidades (lejanas o cercanas, similares o diferentes ambientalmente), y se 

muestra la posición que tendrían los puntos correspondientes a esas 

comparaciones (ver Figura 1, abajo). Hay puntos que van formando tendencias 
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claras, por ejemplo los de las gráficas c y f. En el primer caso (c) las 

comunidades son ambientalmente equivalentes y muestran un patrón asociado a 

distancia geográfica, En el segundo caso (f) son comunidades que provienen de 

ambientes diferentes, y la asociación es ambiental. En otros ejemplos el patrón 

se pierde  o puede no ser tan evidente, debido a la interrelación tanto de los 

factores ambientales como los de distancia (e.g. puntos de las gráficas d y e), 

por lo cual caen dentro del triángulo, llenándolo sin orden aparente. Si 

continuáramos modelando comparaciones como las que se marcan en la parte 

inferior de la figura, para cada una de las combinaciones pareadas de las 

comunidades hipotéticas, el patrón sería análogo al que se generó en los 

ejemplos que se proporcionan. Por otra parte, la zona que no se ocupa (el 

triángulo invertido, ver gráficas g y h), representa a comunidades similares (zona 

de arriba) con diferencias ambientales o geográficas (zona hacia la derecha), 

una combinación que es muy poco probable que ocurra. De esta forma, la 

existencia de estos patrones triangulares en comunidades naturales podría ser 

una evidencia de que la combinación de ambos factores (ambientales y distancia 

geográfica) produce una distribución de puntos restringidos al área triangular 

mencionada.  

 Si se estudian únicamente comunidades ambientalmente equivalentes (e.g. 

puntos en la gráfica c), los patrones de distancia geográfica podrían ser más 

claros (eliminando a las comunidades “ruido” como las de la gráfica e), en 

coincidencia con Bissett et al., (2010). Por último, es importante mencionar que 

el ambiente contrastante es una característica muy frecuente en la naturaleza. 

Los muestreos en esa condición resultarán, de acuerdo a Östman et al. (2010, 

2012), en la detección –frecuente, tal como se ha reportado por Hanson et al., 

(2012)– de patrones ambientales.  
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Fig. 1. Muestreo hipotético en tres montañas (arriba), en cada una se examinan 

dos ambientes distintos (en blanco o en gris), y la distancia entre las montañas 

es diferente. Se comparan distintos tipos de comunidades, mostrando la posición 

que tendrían los puntos correspondientes a esas comparaciones (abajo). En 

esta parte inferior, todas las gráficas del lado izquierdo hacen referencia a 

distancia geográfica, y las que se encuentran del lado derecho, a distancia 

ambiental (abiótica). 
(a) y (b) representan una simulación para las comunidades de una misma 

montaña. Los puntos marcados como AB y CD están posicionados de acuerdo a 

la comparación de las comunidades A vs. B (equivalentes ambientalmente y 

representadas con un punto blanco dividido a la mitad) y C vs. D (también 

ambientalmente equivalentes y representadas en gris), de acuerdo a la distancia 

geográfica (a) o distancia abiótica (b). Estos puntos están situados arriba de la 

gráfica ya que las comunidades son similares. Los puntos marcados como 

AC/BD y BD/BC corresponden a la comparación de comunidades 

ambientalmente distintas (blanco vs. gris), por lo cual tienen menor valor de 

similitud y se encuentran más abajo. La posición de los puntos correspondientes 

a las comparaciones AC y BD sería equivalente, por eso se encuentran en un 

mismo sitio, y para estos casos un mismo punto se divide en cuatro, señalizando 

que son dos comparaciones que comparten la misma posición en la gráfica.  

(c) y (d) corresponden a una simulación para comunidades de dos montañas 

diferentes, pero ambientalmente equivalentes. Los puntos en negro son los de la 

simulación previa (en este caso (a) y (b) ), y se agregan nuevas comparaciones 

de comunidades similares (blancas). Los puntos están divididos en cuatro 

porque son dos comparaciones distintas, que ocupan la misma posición. 

(e) y (f) simulan comunidades de dos montañas distintas, y con diferentes 

condiciones ambientales. La explicación es parecida a la anterior, pero para 

comunidades distintas (blancas vs. grises).  

(g) y (h) marcan el área triangular que se va ocupando en cada simulación 

(ambiental o geográfica). 

Consultar el texto para la discusión del patrón. 
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3 Patrones y escalas 

La importancia relativa de los distintos procesos es diferente de acuerdo la 

escala de estudio (Vellend, 2010), y en el caso de los microorganismos, aún no 

se comprende claramente el papel que tiene esta última, ya sea espacial o 

temporal, en el ensamble de sus comunidades (Nemergut et al., 2013). Una 

propuesta ha sido que a escala local la dispersión tiene gran importancia, por lo 

cual la dispersión limitada de las bacterias determina la estructura de sus 

comunidades, y el efecto geográfico se hace evidente, a diferencia de escalas 

mayores en las que la selección (factores ambientales) es el factor determinante 

(Martiny et al., 2011). 

 En este contexto se diseñaron los dos muestreos que se describen en los 

capítulos II y III, uno de ellos a escala local (menos de 2 km) y otro a escala 

regional (distancia mayor de 180 km entre dos sitios) y las características 

ambientales para cada diseño fueron diferentes. En el primero, los sitios de 

muestreo eran equivalentes entre ellos, mientras que en el segundo se eligieron 

sitos contrastantes, y los patrones que se obtuvieron en estos dos muestreos 

resultaron diferentes. La estructura de las comunidades en el muestreo con 

ambientes contrastantes estuvo asociada a factores ambientales, y la distancia 

geográfica tuvo correlación significativa con la distribución beta de las 

comunidades muestreadas en hábitats equivalentes.  

 Estos dos patrones se ajustan con algunas predicciones ya reportadas: 

características ambientales contrastantes en las comunidades bacterianas 

tendrán un fuerte efecto en la composición de las comunidades (Östman et al., 

2010, 2012), y en ambientes similares, el efecto neutro podría ser el 

determinante (Bissett et al., 2010; Logares et a.l, 2013). Sobre la escala a la que 

se realizaron ambos muestreos no es posible dar conclusiones claras. En 

coincidencia con Martiny et al., (2011), el efecto geográfico fue detectado a 

escala local, y a una escala mayor se detectó un efecto ambiental. Pero es 

importante mencionar que otras revisiones sobre reportes publicados para 

comunidades de bacterias no muestran un patrón asociado a una escala en 

particular (e.g. Hanson et al., 2012). Para poder tener conclusiones más claras, 
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sería necesario un muestreo a nivel regional en condiciones ambientales 

equivalentes, y viceversa, un muestreo a nivel local en condiciones ambientales 

contrastantes. 

 

4 De los cuatro procesos 

La propuesta de Vellend (2010), retomada por  Nemergut et al. (2013) sobre una 

síntesis conceptual que enfatice los cuatro procesos (dispersión, deriva, 

diversificación y selección) para explicar los patrones observados en las 

comunidades, resulta interesante como una aproximación más sencilla para el 

entendimiento de dichos patrones.  

 Por ejemplo, la dispersión es un proceso que cobra importancia a escalas 

pequeñas, tal como lo reportan Martiny et al. (2011), ya que una baja dispersión 

puede generar comunidades estructuradas con procesos neutros. 

Adicionalmente, una dispersión limitada también puede verse como un proceso 

característico de un taxón específico (independientemente de la escala), y en 

coincidencia con esta idea, existen reportes que encuentran asociación a la 

distancia geográfica en taxa con baja dispersión (Bissett et al., 2010; Astorga et 

al., 2012). Para este caso en particular, el patrón estará estructurado por una 

baja dispersión, siendo este el proceso que genera la estructura neutra en las 

comunidades, independientemente de si está relacionado con alguna escala.  

 De esta forma, poniendo en énfasis en el proceso (en este caso una baja 

dispersión asociado a una estructura neutra) se vuelve posible generalizar un 

patrón y dar una explicación sobre el proceso que lo estructura . En este mismo 

sentido, también podría proponerse que el proceso de selección, acoplado a 

condiciones ambientales contrastantes (independientemente de la escala), 

generará una estructura determinística en las comunidades, en coincidencia con 

lo planteado por Östman et al. (2010, 2012). Por último, y en concordancia con 

esta propuesta de describir patrones de acuerdo a los procesos asociados, 

aquéllas comunidades que tengan ambientes no contrastantes, estarán 

estructuradas de forma neutra siempre y cuando el proceso de dispersión 

limitada esté operando en ellas.  
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 Con estas ideas en mente, es posible proponer que los dos patrones 

observados en esta tesis, independientemente de la escala de estudio, se 

encuentran asociados a dos procesos: selección, para el muestreo de ambientes 

contrastantes, y dispersión limitada en las comunidades con hábitats 

semejantes.  

 

5 Sobre los taxa 

Es necesario enfatizar que los patrones obtenidos en este trabajo representan a 

los taxa más abundantes de cada comunidad, ya que ninguno de los métodos 

utilizados detectan taxa poco abundantes (Curtis & Sloan, 2005; Sogin et al., 

2006).  

 Otra idea importante es que no necesariamente los taxa más abundantes 

en estos muestreos son taxa generalistas, aunque algunos autores apoyan lo 

anterior (e.g. Székely & Langenheder, 2014). En el caso de las comunidades de 

Pozas Azules, los OTUs que sí fue posible clasificar son similares a taxa que 

tienen una amplia distribución, y que se adaptan a diferentes condiciones 

ambientales, por lo que probablemente, este tipo de OTUs, pertenecen a taxa 

generalistas. Pero otros OTUs abundantes (los cuales no fueron clasificaron por 

ser secuencias sin parecido a ninguna otra en las bases de datos mundiales) 

podrían pertenecer a algún tipo de microorganismos que estén fuertemente 

adaptados a alguna de las características de las pozas (especialistas), siendo 

que estas últimas son ambientes equivalentes. Esta es sólo una propuesta, que 

podrá ser corroborada cuando existan publicaciones sobre secuencias de 

bacterias similares, lo que permitirá dilucidar la historia de vida con mayor 

precisión. Mientras tanto, con esta posibilidad en mente, no hay que descartar la 

idea de que incluso los taxa especialistas pueden estar sujetos también a 

procesos neutros además de los procesos de adaptación que los caracterizan. Y 

de acuerdo a lo planteado en el apartado anterior (sobre enfatizar los procesos 

detrás de los patrones), los taxa especialistas que estarían sujetos a procesos 

neutros, serán aquéllos que tengan como característica una baja dispersión.   

 Por lo tanto, se vuelve necesario evitar generalizaciones: desde asegurar 
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por ejemplo que los taxa abundantes son siempre generalistas, hasta asegurar 

que cierto tipo de taxa (generalista o especialista, abundante o raro) está 

asociado con factores neutros o factores ambientales, porque puede llevar a 

contradicciones como las que ya existen en la literatura. Por ejemplo la 

mencionada en la Introducción sobre los taxa raros asociados factores neutros 

por tener mala dispersión (Lepère et al., 2013) o no asociados a factores 

neutros, debido a su lento crecimiento (Logares et al., 2013).  

 Por lo tanto, la descripción precisa de características particulares es 

importante para esclarecer los patrones. Por ejemplo, es más correcto afirmar 

que los taxa de crecimiento rápido (que pueden ser tanto generalistas como 

especialistas) tienden a ensamblarse en forma neutra (Langenheder & Székely, 

2011) y también lo hacen aquéllos taxa con poca capacidad de dispersión 

(Bissett et al, 2010). De esta forma, mientras más meticulosa  y clara sea la 

información obtenida, los patrones podrán asociarse con mayor certeza a los 

procesos correspondientes.  

 

6 Sobre patrones en Cuatro Ciénegas 

Se vuelve necesario preguntarse el porqué de la asociación con la distancia 

geográfica en Pozas Azules (Capítulo II), en un sitio con grandes adaptaciones 

tal como se ha descrito para ambientes lacustres, caracterizado por poblaciones 

clonales y cuellos de botella (Avitia et al., 2014) y con tantas evidencias de 

procesos de selección (Cerritos et al., 2011; Rebollar et al., 2012; López-Lozano 

et al., 2012).  

 El efecto de distancia es detectado con mayor frecuencia en comunidades 

de bacterias que colonizan hábitats más amplios, como sucede por ejemplo en 

el mar, con casi un 80% de los reportes, comparados con cerca del 50% de los 

artículos dedicados a estudiar comunidades de lagos (Hanson et al., 2012). Las 

adaptaciones locales que caracterizan a los sistemas acuáticos continentales 

(más del 90% de los reportes, de acuerdo a Hanson et al. (2012), reflejan la 

enorme variación ambiental que existe entre estos sistemas, lo cual tiene como 

consecuencia que la asociación a factores neutros sea difícil de detectar 
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(Ostman et al., 2010), y que predominen factores locales en la caracterización 

de sus comunidades bacterianas. Este es el caso del estudio a gran escala que 

se hizo en este trabajo, y también de otros estudios microbianos en Cuatro 

Ciénegas con características ambientales contrastantes (Cerritos et al., 2011; 

Rebollar et al., 2012; López-Lozano et al., 2012).  

 Dentro de esta reflexión sobre el efecto de distancia encontrado en Pozas 

Azules, es necesario considerar el contexto de la integración de ambos factores 

(neutros y ambientales) en la estructura de las comunidades bacterianas, 

propuesto por Leibold & McPeek (2006). Así, además del proceso tan evidente 

de selección que hay en las comunidades de Cuatro Ciénegas, también la 

distancia (y por lo tanto la dispersión) está operando en la estructura de los 

ensambles, tal como se evidencia en las comunidades de Pozas Azules. Por lo 

tanto, y dado que incluso los organismos muy especializados en un hábitat o 

ambiente particular también poseen cierta capacidad de dispersión, es posible 

afirmar que el efecto de la distancia también influirá en organismos que están 

bajo procesos de selección, lo cual se vuelve evidente al utilizar ambientes 

equivalentes. Sería interesante explorar a estas comunidades de bacterias 

“cieneguenses”, utilizando diseños experimentales enfocados en los dos tipos de 

ambientes –tanto equivalentes como contrastantes— con lo cual será posible 

evidenciar si ambos factores (neutros y locales) están operando en las 

comunidades, de acuerdo a Leibold & McPeek (2006).  

 Los datos de las comunidades de Pozas Azules, en comparación con otras 

comunidades bacterianas en el valle, concuerdan en características de la 

diversidad y distribución de las comunidades previamente reportadas. La 

diversidad alfa (índice de Shannon desde 1.579 hasta 2.737) se encuentra 

dentro de los límites publicados para comunidades acuáticas (rangos de 1.3 

(Escalante et al., 2008) y 1.5 (Pajares et al., 2012, 2013) hasta 3.13-3.8 

respectivamente). Otra coincidencia ha sido la característica de tener un taxón 

abundante (particular para cada sitio), y muchos taxa poco abundantes 

(Escalante et al., 2008; Pajares et al., 2012), tal como se reporta para distintas 

comunidades bacterianas (Sogin et al., 2006). Se ha afirmado en otros estudios, 
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que este tipo de estructura puede presentarse en forma cíclica en los ensambles 

bacterianos (ver Fuhrman et al., 2006).  

 Es pertinente preguntarse el porqué de un taxón abundante y característico 

en comunidades como las de Pozas Azules, ambientalmente similares y en las 

que se ha detectado asociación a la distancia, ya que podría esperarse una 

estructura determinada por el fenómeno de invarianza regional, con una 

abundancia de taxa similar para todos los sistemas, dado que son sitios 

ambientalmente equivalentes. Es posible explicar esta predominancia particular, 

ya que el orden de colonización en las comunidades puede resultar en 

comunidades divergentes, incluso si las condiciones ambientales son iguales y 

el pool de especies es el mismo (Gleason, 1927), apoyado por evidencias en la 

literatura que reportan ambientes similares con grandes diferencias de 

composición (Woodcock et al., 2007). 

 Por último, el complejo sistema hidrogeológico del valle de Cuatro 

Ciénegas invita a pensar en la conexión subterránea que podría existir entre los 

cuerpos de agua estudiados. Pruebas preliminares utilizando la técnica de T-

RFLPs en el sistema de Pozas Azules, mostraron que las pozas conectadas por 

canales superficiales visibles tenían perfiles de comunidades casi idénticos tanto 

en presencia de taxa como en abundancia. Esto no sucedió para las cuatro 

pozas muestreadas, lo cual nos permitió suponer que no existe conexión 

subterránea entre ellas, pero es una posibilidad que no puede descartarse con 

certeza. 
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CONCLUSIONES 
 

1. Actualmente es posible estudiar comunidades microbianas con tecnologías 

sencillas y económicas, las cuales proporcionan información importante así 

como patrones ecológica y estadísticamente válidos.  

2. El efecto de distancia geográfica (neutro) fue detectado a escala local. Este es 

un patrón que no había sido reportado previamente en otros trabajos sobre 

bacterias en Cuatro Ciénegas. A una escala mayor se detectó un efecto 

ambiental (nicho). 

3. Los patrones triangulares en las pruebas de Mantel podían estar 

representando la síntesis de factores ambientales y de distancia geográfica 

(Leibold y McPeek 2006) en una comunidad.  

4. El estudio de comunidades ambientalmente equivalentes permite obtener 

patrones de distancia geográfica más claros. Por otra parte, un muestreo que 

contemple condiciones ambientales contrastantes reflejará predominantemente 

patrones ambientales (Bissett et al., 2010; Logares et al., 2013; Östman et al., 

2010, 2012). 

5. Los dos patrones observados en esta tesis se encuentran asociados a dos 

procesos: selección, para el muestreo de ambientes contrastantes, y dispersión 

limitada en las comunidades con hábitats semejantes. 

6. La descripción precisa de características particulares de los taxa estudiados 

es importante para esclarecer los patrones (Nemergut et al., 2013). 

7. Los datos de las comunidades de Pozas Azules, en comparación con otros 

reportes similares en el valle de Cuatro Ciénegas, concuerdan en diversidad y 

distribución de otras comunidades previamente reportadas. 

8. Las comunidades microbianas estudiadas en este trabajo presentaron 

patrones de distribución similares a las comunidades de macroorganismos: 

efecto de distancia y distribución restringida de OTUs.  
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PERSPECTIVAS 
 

1. Es necesario explorar el efecto de la escala con distintas combinaciones de 

muestreo: tanto a gran escala como a una escala local, utilizando sitios 

contrastantes y sitios equivalentes ambientalmente. 

2. Podría realizarse una buena caracterización previa de los sitios, que 

comprenda desde características físicas hasta detallados análisis químicos con 

el mayor número posible de variables, incluyendo diferentes opciones para 

nutrientes y para tipos de sales en el agua, entre otros.  

3. Determinar la historia de vida de algunos taxa en particular. Por ejemplo, los 

que estén presentes en la mayoría de las muestras, o algunos OTUs asociados 

con determinada variable ambiental. Algunas posibilidades para hacerlo son:  

• Definir grupos funcionales a partir de una comparación de las secuencias 

que codifican para el gen 16S ADNr con los genomas completos que 

están disponibles en bases de datos públicas. 

• Caracterizar abundancia, así como el área de distribución de cada taxón 

(dispersión), con técnicas de next-generation (NGS).  

• Secuenciación exhaustiva para algunas de las muestras, lo que permitirá 

oligonucleótidos específicos dirigidos (incluso hacia taxa poco 

abundantes).  

• Filochip diseñado a partir de los datos obtenidos de NGS. De esta forma se 

generarán datos más precisos, de manera rápida y confiable, sobre la 

distribución y abundancia de los taxa analizados. 

• Sería importante avanzar en la genómica de célula única (single cell 

genomics, preseleccionando las células con fluorescencia), para explorar 

los genomas de algunos taxa. Con este tipo de análisis se obtendrán 

datos metabólicos y se podrán hacer inferencias sobre los procesos 

implicados en la estructura de las comunidades, incluso a nivel 

poblacional. Alternativamente, se pueden hacer metagenomas de las 
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comunidades completas, con los problemas informáticos que representa 

toda la información que se genera.   

4. Llevar a cabo modelos estadísticos formales, usando datos de otros trabajos 

publicados, para determinar si el patrón triangular en la prueba de Mantel 

representa el efecto de ambos factores (ambientales y de distancia geográfica) 

en una comunidad. Será necesario considerar las variables y características que 

se reportan para cada muestreo. 

5. Considerar las características e historia geológica de los sitios muestreados y 

compararlas con los patrones de comunidades obtenidos, con el fin de 

comprender con mayor claridad los procesos históricos que moldean a las 

comunidades.  
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