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Interaccion, mediante la produccion de agentes antimicrobianos,

entre cepas ambientales de Cuatro Ciénegas Coahuila, México.

Resumen

En este trabajo, se investigé la accion inhibitoria de una coleccion de Pseudomonas
aisladas del sistema acuatico Churince, en el Valle de Cuatro Ciénegas (Coahuila), sobre
47 cepas de 13 diferentes géneros, aisladas del mismo sitio. Para este fin, se aislaron
distintas bacterias del mismo medio ambiente, y se identificaron taxondémicamente
mediante la secuencia del gen 16S rDNA. Estos aislados se confrontaron en medio sélido
con las Pseudomonas para determinar si estas ultimas eran capaces de inhibir su
crecimiento. Se encontré que la accién inhibitoria de la coleccién de Pseudomonas es
independiente de la distancia filogenética. Por lo tanto, los mecanismos de inhibicién de

estas Pseudomonas se pueden considerar de amplio espectro de accion.

Abstract

In this study, inhibitory action was tested from a colection of Pseudomonas strains isolated
from Churince in Cuatro Cienegas (Coahuila), against 47 strains of 13 different genera,
isolated from the same site. All the bacteria were identified taxonomically by sequencing
16S rDNA. A Burkholder plate assay was achieved to test Pseudomonas inhibitory action
over the newly characterized strains. No relationship was observed between inhibitory
action of the tested Pseudomonas and the phylogenetic distance suggesting that

Pseudomonads from Churince have a broad spectrum inhibition.
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Introduccién

Ecologia de comunidades

El estudio de la ecologia de comunidades tiene como propiedades emergentes la
estructura, diversidad y funcionamiento de las mismas, entre otras (Jousset et al.
2011; Vetsigian et al. 2011). Dentro de las comunidades se llevan a cabo diversas
interacciones que pueden representarse como redes, siendo éstas mas complejas
(con mayor numero de conexiones), cuando hay mayor riqueza de especies. Las
comunidades, al estar compuestas de poblaciones de organismos de diferentes
especies, son el escenario donde éstas interactuan. Desde este punto de vista, se
pueden describir las propias comunidades como el conjunto de poblaciones de
distintas especies que coexisten e interactuan en tiempo y espacio. Uno de los
objetivos de la ecologia de comunidades es estudiar su estructuracion,
funcionamiento y la manera en que interactuan las especies (Green & Bohannan

20086).

La organizacion de una comunidad biolégica con respecto a las interacciones
bidticas se conoce como estructura de la comunidad (HilleRisLambers et al. 2011;
Pérez-Gutiérrez et al. 2012). Para entender las interacciones que determinan esta
estructura, es necesario conocer primero las especies presentes, las cuales
podrian potencialmente interactuar. Por este motivo, el estudio de la estructura de
las comunidades esta estrechamente relacionado con la determinacion de la

composicion filogenética de los organismos que las conforman.
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Las comunidades son el nivel de organizacién bioldgica en donde se estudia la
coexistencia de especies para aproximarse a entender los mecanismos que
determinan la biodiversidad local o alfa (Gaston & Blackburn 2008; Green &
Bohannan 2006). Esto sin menoscabo de la necesidad de estudiar la biodiversidad
en todos los niveles de organizacion biologica, desde genes hasta comunidades

(Escalante et al. 2008), e incluso ecosistemas.

De manera muy general, las teorias que explican la biodiversidad con base en la
coexistencia dentro de las comunidades, se pueden clasificar en tres grandes
aproximaciones. Primero, la visibn mecanistica (muchas veces determinista)
propone que existen reglas de ensamblaje, las cuales rigen la coexistencia, y cuya
comprension permitiria en mayor o menor medida la prediccion de la
biodiversidad. Otra visidbn centra su atencidn en los procesos historicos,
postulando que eventos especificos que ocurrieron en una localidad son los que
determinan su biodiversidad, y proporcionan una historia compartida entre las
especies que alli se encuentran. Por ultimo, diversas teorias ponen un peso mayor
0 menor a los procesos neutros o aleatorios, que involucran las dinamicas
poblacionales de migracién, especiacion y extincion (Strange et al. 1993; Tilman
1994; Pifiol & Martinez Vilalta 2006; Etienne & Alonso 2007; Martiny et al. 2006).
Estas tres grandes visiones se interrelacionan, y el peso relativo de los procesos

que describen podria variar entre casos.
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Neutralismo y Determinismo

Es instructivo contrastar los dos casos mas extremos del ensamblaje de
comunidades: por un lado la visidbn determinista, que considera mecanismos
predecibles basados en reglas de ensamblaje, con la versidon completamente
aleatoria, donde los organismos que llegan a un ambiente se establecen sin mayor
problema, y es esta migracién aleatoria la que produce un ensamble determinado

de especies.

La teoria neutral le da todo el peso al ensamble aleatorio de la comunidad. En
particular, predice que patrones aleatorios de co-ocurrencia de especies (por
ejemplo, debido la dispersién) y autocorrelacion espacial (la similitud esta dada por
la distancia geografica y no por similitudes ambientales) deben ser de las
principales caracteristicas de la estructura de la comunidad (Caruso et al. 2011).
Naturalmente, esto se daria como resultado de que la estocasticidad demografica
y la limitada dispersion por si solas controlan la dinamica poblacional de cada
especie de la comunidad (Caruso et al. 2011). Desde la perspectiva neutral, las
dinamicas poblacionales no difieren entre especies. De esta forma, las teorias
neutrales dependen en gran medida de la suposicion de que muchas especies son
ecoldgicamente equivalentes, por lo que el concepto de nicho no se reconoce en
esta vision (Leibold & McPeek 2006). Esta equivalencia, en el sentido mas estricto,
se refiere a que las diferencias entre las especies no se relacionan con caracteres
que influyen en algun aspecto de su adecuacion o demografia y por lo tanto con

su interaccidn con otros ambientes abidticos y especies.
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En contraste, la vision determinista considera la existencia del nicho ecoldgico,
que incluye todas las dimensiones ecoldgicas asociadas con la especie, entre
ellas, las interacciones, siendo la competencia un tipo de interaccion que parece
explicar la diversidad en muchos casos (Dumbrell et al. 2010). El conjunto de
recursos y condiciones ambientales que cada especie puede explotar define su
nicho, el cual no debe traslaparse con el de las demas especies con las que
coexiste. Cuando hay tal traslape, con una especie de caracteristicas ecoldgicas
similares, una de ellas sera desplazada, de acuerdo al principio de exclusion
competitiva. Este principio, basado en experimentos de competencia en
laboratorio, formaliza la nocién de que en una comunidad dos especies no pueden
ocupar el mismo nicho y, si compiten por los mismos recursos, la competencia no
puede continuar por siempre, sino que en algun momento la mejor competidora

desplaza a la otra hasta extinguirla (Gauze 1934).

Entonces, de acuerdo con la vision determinista, los factores que distinguen el
nicho son la causa Uultima del ensamblaje y por ello esenciales en el
mantenimiento de la biodiversidad a diferentes escalas. Estos factores son
diversos, incluyendo recursos, competidores, mutualistas, habitats, agregacion
temporal y espacial, asi como la competencia directa e indirecta con sus

conespecificos (Leibold & McPeek 2006).

Entre las causas que se consideran determinantes en la generacion vy
mantenimiento de la biodiversidad se encuentra los conceptos de oportunidad

biolégica (nichos disponibles) y la competencia (Darwin 1859; Spiers et al. 2000).
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La oportunidad ecoldgica se considera un factor esencial y causa primaria de la
diversidad. Si un ambiente carece de heterogeneidad y alberga un solo nicho,
entonces, segun el principio de exclusion competitiva (Hardin 1960), solo podra
establecerse una especie (Gauze 1934; Spiers et al. 2000). Sin embargo, la
explotacion de un nicho por una especie determinada puede traer consigo la
generacion de nuevos nichos. Por ejemplo, en una comunidad microbiana, el
metabolismo de una bacteria puede generar distintos productos de la degradacion
de los recursos originales, y asi permitir el establecimiento de mutantes o
inmigrantes especialistas que aprovechan estos desechos (Helling et al. 1963;
Spiers et al. 2000; Hibbing et al. 2010). Estos mutantes o inmigrantes
probablemente presenten traslape de nichos, generando asi competencia entre

ellos.

En esta tesis consideramos que los patrones de la estructura de las comunidades
dependen de un complejo balance entre fuerzas deterministicas y estocasticas
actuando sobre las poblaciones a diferentes escalas espaciales y en diferentes
grupos funcionales. Sin embargo, y a pesar de que la probable participacion de
procesos neutrales e historicos es innegable, la distribuciéon no aleatoria de las
especies en la naturaleza, asi como la evidencia a favor de diferentes patrones
susceptibles a modelacion matematica (Tilman 1994; Huisman & Weissing 1999),
sugieren que el enfoque deterministico para explicar las causas de la
biodiversidad también puede proveer informacion valiosa. Por lo tanto, en este
trabajo se exploran las interacciones de competencia entre especies, y su

contribucion a la generacion y el mantenimiento de la diversidad.
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El papel de las interacciones en la coexistencia

Si consideramos que la diversidad bioldgica corresponde a la coexistencia estable
de los componentes de las comunidades y que, desde el punto de vista
mecanistico la coexistencia es, en parte, resultado de las interacciones que se
establecen entre dichos componentes, la determinacion de las interacciones entre
los componentes es esencial para entender las causas de la diversidad biologica y

su estructura en comunidades.

La competencia es un ejemplo de interaccion que se establece entre poblaciones
de especies dentro de una comunidad bioldgica. La competencia implica inversion
energética de las partes interactuantes, y llega a ser tan intensa que puede dar
lugar a la extincidon de alguna de ellas, especialmente cuando el numero de
recursos que limitan el crecimiento —como pueden ser agua, luz o nutrientes— es
reducido (Gauze 1934). De acuerdo con la teoria de la exclusion competitiva, y los
experimentos que la soportan, el numero de especies (0 componentes)
competidoras en equilibrio (i.e. coexistencia) no puede ser menor al numero de
recursos limitantes (Hardin 1960). Asi, el mejor competidor por un solo recurso
limitante debe desplazar a todas las demas especies de un habitat,
independientemente de sus densidades iniciales (Gauze 1934; Tilman 1982). Sin
embargo, en la naturaleza las especies parecidas pueden coexistir (Hutchinson et
al. 1961). Entonces ¢cdémo pueden coexistir un gran numero de especies si no

pueden estar compitiendo por siempre?
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Si las especies tienen que encontrar nichos distintos para poder coexistir, la
similitud entre dos especies podria significar una competencia mas intensa. Existe
una tendencia de los organismos a ser fisiologica y ecolégicamente mas parecidos
cuanto mas cercanos filogenéticamente sean. Esta observacion llevé a Darwin a
razonar que los organismos mas cercanos filogenéticamente, por ejemplo,
pertenecientes al mismo género, deberian ocupar nichos ecologicos mas
parecidos, y tener por lo tanto una competencia mas intensa (Darwin 1859). La
propuesta de Darwin contiene elementos de un entendimiento evolutivo de la
organizacion de las comunidades: las especies interactuan en las comunidades, lo
hacen con base en sus diferencias y similitudes fenotipicas, y la variacién
fenotipica tiene sus bases en la historia evolutiva (Webb et al. 2014). En

microorganismos, la situacion no es tan clara.

La competencia representa presiones selectivas que promueven el mantenimiento
de aquellos organismos que poseen las mejores caracteristicas para lidiar con el
entorno, tanto abidtico como con el componente bidtico en que habitan. En
ocasiones, estas presiones favorecen el desarrollo de armas en diferentes
especies en respuesta a los caracteres competitivos de los organismos con
quienes interactuan, lo que es llamado carrera armamentista (Elrich & Raven
1964; Dawkins & Krebs 1979). En estos casos los organismos, como resultado de
interacciones competitivas, estan constantemente evolucionando y, de esa

manera, pueden seguir siendo parte del entorno en que habitan (Van Valen 1974).
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La coexistencia requiere que las especies respondan a heterogeneidades
ecologicas en diferentes formas, y esas diferencias son por lo general el resultado
de compensaciones (trade-offs) en las habilidades de las especies para interactuar
con diferentes caracteristicas del ambiente (Tilman 1994; Chesson 2000;
Amarasekare 2003; Kneitel & Chase 2004). Lo principal que debe notarse es que
las compensaciones permiten la coexistencia en tanto permitan las diferenciacion
de nicho entre especies (Amaresake, 2003). En general, se ha propuesto que la
coexistencia requiere una similitud limitada y compensaciones interespecificas de

habilidad competitiva, habilidad de colonizacién y longevidad (Tilman 1994).

El principal mecanismo de la coexistencia favorecido por compensaciones es que
los competidores superiores (estrategas K) en cuanto al uso de recursos se ven
desfavorecidos en fecundidad, reclutamiento o capacidad de dispersién, o carecen
de la habilidad para colonizar habitats en etapas tempranas de sucesion. Los
competidores inferiores (estrategas r) tienen altas tasas de fecundidad, de
capacidad de reclutamiento, o amplios rangos de dispersion, y por eso son buenos
para explotar ambientes perturbados y dispersar a su descendencia una vez que

llegan los competidores superiores (Amarasekare 2003; Kneitel & Chase 2004).

Competencia en Comunidades Bacterianas
Las comunidades microbianas constituyen la mayoria de la biodiversidad de la
Tierra y catalizan procesos que son criticos para sostener la vida en la Tierra

(Staley & Konopka 1985; Rusch et al. 2007; Venter et al. 2004; Curtis et al. 2006;
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Falkowski et al.2008; Tyson et al. 2004; Madsen 2011), por lo que su estudio es

altamente relevante.

Uno de los principales retos en ecologia microbiana es explicar la gran diversidad
que existe en el planeta y una aproximacion a ello es el estudio de las
interacciones que ocurren dentro de las comunidades. En particular, aqui nos
interesa la competencia como mecanismo generador de diversidad en

comunidades bacterianas.

Los microorganismos se han utilizado comunmente como modelos en estudios de
competencia. Por ejemplo, Gauze establecio el principio de exclusién competitiva
utilizando paramecios. Asimismo, el conflicto entre la alta biodiversidad observada
en la naturaleza y este principio fue observado por primera vez en el plancton
(Hutchinson et al. 1961), que se compone en gran parte de microorganismos. A
partir de entonces, los estudios de competencia en microorganismos abundan en
la literatura (Baltzis & Fredrickson 1983; Sommer 1985; Freedman et al. 1989;
Passarge et al. 2006; Kardinaal et al. 2007; Brauer et al. 2012; Aguirre von
Woebeser et al. 2014 2015). Los microorganismos compiten por espacio y
recursos en sus habitats (Pérez-Gutiérrez et al. 2012; Hibbing et al. 2010). Los
recursos nutricionales son factores muy importantes en la competencia entre
microorganismos (Hibbing et al. 2010). Los microorganismos suelen excretar
sustancias toxicas o inhibitorias para sus competidores creando interacciones

antagonistas entre productores y no productores (Pérez-Gutiérrez et al. 2012).
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En los diferentes ambientes los microorganismos se enfrentan a diversas
presiones ambientales, entre ellas la disponibilidad de recursos, viéndose
envueltos en batallas por tener acceso a éstos. Los microorganismos han
evolucionado dando como resultado diferentes estrategias para mejorar la
adquisicién de recursos, las cuales incluyen la capacidad de desplazamiento, la
plasticidad en los mecanismos de adquisicion y utilizacion de nutrientes, y la
guerra quimica (Hibbing et al. 2010). Un aspecto critico de muchas de las
interacciones competitivas es tener acceso a los lugares mas favorables donde
posicionarse en el ambiente, lo que requiere tener una gran capacidad para
colonizar nichos tan rapido como éstos aparecen o fomentar el desplazamiento
activo de otros competidores. Las interacciones competitivas se presentan tanto a

nivel intraespecifico como interespecifico (Hibbing et al. 2010).

Se puede categorizar la competencia por recursos limitantes en dos grandes
grupos: por arrebatamiento o explotacién y contienda o interferencia (Nicholson
1954). Por explotacion involucra el rapido aprovechamiento de los recursos
limitantes sin que interactuen de manera directa las especies competidoras, por
ejemplo mediante la formacién de sideréforos (Wandersman & Delepelaire 2004;
Khan et al. 2006). En la contienda, en cambio, se requiere la interaccion
antagonista directa entre competidores, siendo el mejor competidor quien gana el
acceso a los recursos. Ejemplo de esto es la produccion de sustancias
antimicrobianas. Ambas estrategias pueden observarse en el mundo microbiano

(Hibbing et al. 2010). La mayoria de estos mecanismos funcionan para restringir
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de manera activa el crecimiento, o bien remover el nutriente de un organismo para

que otro pueda aprovecharlo (Hibbing et al. 2010).

En comunidades microbianas, la produccion de sustancias quimicas es de las
armas mas recurrentes, principalmente entre bacterias (Czaran et al.2002; Ratcliff
& Denison 2011; Vetsigian et al. 2011) como el caso de los antibidticos, enzimas
de lisis y bacteriocinas para defender su nicho en contra de competidores

(Hentschel et al. 2001; Parret and De Mot 2002; Riley et al. 2003)

En ecologia microbiana las interacciones antagonistas pueden ser utilizadas como
modelo de estudio de sistemas de contienda directa. Las bacterias se valen de
estrategias como la depredacion como el caso de los géneros Bdelovibrio y
Myxococcus, también la produccion de agentes antimicrobianos de naturaleza
proteinica como son bacteriocinas (Riley, Margaret a 1999; Smarda et al. 2007) y
antibiéticos (Hibbing et al. 2010), que son producidos por muchos linajes
bacterianos (Riley & Gordon1999; Gardner et al. 2004; Riley et al. 2003; Riley &
Wertz 2002) y sustancias de otra naturaleza quimica (Toribio et al. 2011). Estas
estrategias de competencia representan costos en el desempefio del organismo
que las produce (Gardner et al. 2004). Se ha observado que estas interacciones
por agentes antimicrobianos tienden a ser mas intensas en tanto las especies son
mas cercanas ecoldgica y filogenéticamente (Riley & Wertz 2002), aunque se ha
visto que diferentes sustancias actuan en un amplio espectro (Parret & De Mot

2002; Smarda et al. 2007; Vetsigian & 2011; Li et al. 2012).
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A pesar de que el principio de exclusién competitiva puede ser demostrado en
bacterias en cultivo, hay mecanismos que resultan en interacciones complejas,
que pueden favorecer la coexistencia (Kerr et al. 2002). Anteriormente, se
pensaba que la produccion de sustancias antimicrobianas estaba restringida a las
bacterias Gram positivas (Rosenfeld & Zobell 1947) aunque mas tarde se
demostré que también las Gram negativas poseen este caracter (Gauthier en Nair
& Simidu 1987). Como ejemplo de algunas bacterias que utilizan estos

mecanismos, en las y-Proteobacteria se encuentran comunmente en bacterias

como Pseudomonas, Alteromonas y Vibrio (Nair & Simidu 1987). Es comun que
haya bacterias ambientales con capacidades inhibitorias hacia otras bacterias
(Burkholder et al. 1966; Nair & Simidu 1987), sobre todo bacterias heterotroficas
(Nair & Simidu 1987). Hay aislados de bacterias marinas pertenecientes a la
familia Pseudomonadaceae que producen sustancias capaces de inhibir a
bacterias Gram positivas sin inhibir a miembros de su propia familia (Burkholder et
al. 1966). No obstante, se ha reportado que la interaccién entre cepas de
Pseudomonas de ambientes oligotréficos es mas compleja de lo que parece,
pudiendo haber interaccién entre bacterias pertenecientes a éste mismo género

(Aguirre-von-Wobeser et al. 2014).

Estas sustancias pueden actuar en un espectro de accién amplio, inhibiendo
organismos tanto lejanos como cercanos filogenética y ecolégicamente, pudiendo
representar alguna ventaja en la competencia por alimento y espacio, asi como en
la adhesién a un sustrato (Nair & Simidu, 1987). Se plantea también que la

produccion y amplitud de accidon de las sustancias dependera en alguna medida
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del medio en el que se cultivan las bacterias (Okami en Nair & Simidu 1987; Cha

et al. 2008).

Se tiene poca informacién sobre la amplitud de accién de las bacteriocinas dentro
de las comunidades; la mayoria de los estudios estdan mas enfocados a las
interacciones intraespecificas. Esto probablemente se debe en parte a que
algunas de las sustancias estudiadas anteriormente, particularmente las
bacteriocinas, presentan un rango de accién restringido (James et al. en Riley et

al. 2003).

Aunque el papel de las sustancias antimicrobianas como inhibidoras del
crecimiento de otras bacterias, para obtener una ventaja competitiva esta
sustentado por un amplio cuerpo tedrico y experimental (Riley et al. 2003; Riley &
Gordon 1999; Czaran & Hoekstra 2003; Czaran et al. 2002), existe controversia
acerca de su papel en el ambiente, y se ha propuesto que juegan también un
papel en la manipulacidén de otras bacterias, o incluso en la comunicacién entre las
propias cepas productoras (Ratcliff and Denison 2011). Se ha propuesto que la
accion de estas sustancias puede estar involucrada en la interaccion que se
presenta cuando un microorganismo arriba a una poblacion establecida,
eliminando a los posibles competidores; y a la inversa, de manera defensiva para
evitar que los invasores se integren a la comunidad o evitar que las células

vecinas continuen su avance (Riley et al. 2003).

Las interacciones mediadas por la produccién de agentes antimicrobianos

frecuentemente se dirigen a organismos ecoldgicamente cercanos a la bacteria
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que produce las sustancias antagonistas. En algunos sistemas la cercania de los
nichos ecologicos se correlaciona con la cercania filogenética, por lo que estas
sustancias tienden a inhibir el desempefio de organismos filogenética y
ecoldgicamente relacionados (Riley & Wertz 2002; Parret & De Mot 2002; Smarda

et al. 2007).

Sin embargo, en otros sistemas no se mantiene esta relacion, pues se ha visto
que una cepa es capaz de inhibir a un amplio espectro de competidores (Riley &
Wertz 2002; Parret & De Mot 2002; Mayali & Azam 2004; Smarda et al. 2007;

Vetsigian, et al. 2011).

En ciertos sistemas la cooperaciéon entre conespecificos en microorganismos se
ve favorecida. Tal es el caso de la produccion de antibidticos, donde ésta puede
favorecer la competitividad de las poblaciones que los producen, en vez de solo

incrementar el éxito de un individuo (Cordero et al. 2012).

Bacterias de Cuatro Ciénegas

En Cuatro Ciénegas se presenta una gran diversidad de microorganismos de los
dominios Bacteria y Arquea (Souza et al. 2004; Souza et al. 2006; Cerritos et al.
2011; Bonilla-Rosso et al. 2012). Para su estudio, se han empleado métodos
dependientes e independientes de cultivo, lo que ha demostrado que las
comunidades de Cuatro Ciénegas son muy diferentes entre si (Souza et al. 2004;
Souza et al. 2006; Cerritos et al. 2011; Bonilla-Rosso et al. 2012). Datos
metagendmicos revelan que Cuatro Ciénegas presenta una alta diversidad de

bacterias a pesar de ser un sitio oligotréfico. Esta diversidad esta representada por
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un gran numero de linajes, aunque la composicidn entre metagenomas es

contrastante igual que sus ambientes de procedencia (Bonilla-Rosso et al. 2012).

Antecedentes

Se ha comprobado el potencial antimicrobiano de sustancias que producen las
bacterias (Riley & Gordon 1999; Riley & Wertz 2002), lo cual histéricamente inicid
por la busqueda de quimicos con accion antibacteriana para el manejo de cepas
clinicas (Burkholder et al. 1966). Posteriormente, se realizaron estudios sobre la
produccion de sustancias inhibitorias por bacterias ambientales (Hibbing et al.
2010) aunque sin enfocarse concretamente en el papel ecoldgico que juegan
estas estrategias. Fue recientemente que se empezaron a plantear las
interrogantes de manera mas dirigida hacia el papel ecoldgico de la produccion de
sustancias antibacterianas (Riley & Gordon 1999; Long & Azam 2001; Mangano et
al. 2009; Hawlena et al. 2010; Pérez-Gutiérrez et al. 2012; Aguirre-von-Wobeser et

al. 2014).

Hay una gran diversidad de organismos productores de una amplia variedad de
sustancias antimicrobianas (Hibbing et al. 2010) tales como las colicinas (Chao &
Levin 1981; Smarda et al. 2007), piocinas (Michel-Briand & Baysse 2002),
turincinas (Abriouel et al. 2011), lantabi6ticos (Mulders et al. 1991) y duramicina
(Héchard & Sahl 2002), por mencionar algunas. Estas sustancias presentan un
espectro de accion reducido, es decir, actuan sobre organismos filogenéticamente
cercanos a las cepas productoras (Riley & Wertz 2002; Parret & De Mot 2002;

Smarda et al. 2007). Por otro lado, también se han encontrado sustancias con
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espectro de accion amplio como fenazinas, 2,4-diacetilfloroglucinol, pioluteorina,
pirrolnitrina, lipopéptidos y acido cianhidrico, capaces de actuar incluso en
organismos filogenéticamente lejanos como hongos y nematodos (Haas & Keel

2003).

Un buen modelo de estudio sobre organismos productores de sustancias
antimicrobianas, abundantes y versatiles en sus habitats son las bacterias del
género Pseudomonas, ya que se conoce poco el espectro de accion de las
sustancias antimicrobianas que producen (Nair & Simidu 1987; Burkholder et
al.1966; Haas & Keel, 2003). Son también productoras de sustancias distintas a
antibidticos pero con propiedades inhibitorias hacia bacterias no tan

estrechamente relacionadas (Toribio et al. 2011).

Cuatro Ciénegas es un oasis que presenta una alta diversidad de
microorganismos (Souza et al. 2006). Existen varios estudios sobre la diversidad
de comunidades de bacterias que alli podemos encontrar (Souza et al. 2006;
Desnues et al. 2011; Escalante et al. 2008; Breitbart et al. 2009; Cerritos et al.
2011; Bonilla-Rosso et al. 2012). Dentro de la gran diversidad de bacterias, cabe
mencionar la presencia de organismos endémicos aun en géneros cosmopolitas
con alta capacidad de dispersion, como Bacillus; organismos marinos del género
Rheinheimera, bacterias similares a simbiontes de moluscos marinos del género
Teredinibactertunerae, asi como otras cercanas a Rhodobacter marinas. En las
cuevas de Cuatro Ciénegas se encuentran bacterias oxidantes del azufre muy

similares a simbiontes de gusanos de trincheras hidrotermales del Atlantico, asi
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como bacterias tipicas de glaciales y arqueas de sedimentos marinos. También
hay organismos haldfilos y halotolerantes de relevancia astrobiologica como
Halomonas, Vibrio, Oceanomonas y la arquea Halobacterium, asi como
representantes del género Magnetospirillum y Aquaspirillum (Souza et al. 2004),

por mencionar a grandes rasgos la diversidad de bacterias de este lugar.

A la fecha, se ha podido demostrar correlacidon con las condiciones ambientales y
la estructura de las comunidades microbianas en Pseudomonas de 2 temporadas
(invierno vs verano Rodriguez-Verdugo et al. 2012), de Exiguobacterium asociado
o al sedimento o al agua (Rebollar et al. 2012) y de bacterias termoresistentes que
responden a la salinidad (Cerritos et al. 2011) asi como variaciéon de la
composicidon de comunidades en mesocosmos con diferentes cantidades de
nutrientes (Ponce-Soto et al. 2015), reflejando de alguna manera la distribucion de
la diversidad de las bacterias de acuerdo a sus adaptaciones al ambiente y
particion del nicho, lo cual ofrece una aproximacion al entendimiento de como se
estructuran las comunidades bacterianas en Cuatro Ciénegas. Por otra parte,
ademas de componentes abidticos, existen tres estudios que abordan
explicitamente el papel que las interacciones ecologicas pueden tener en la
estructura de la diversidad observada en un sitio particular dentro de Cuatro
Ciénegas denominado Churince (Pérez-Gutiérrez et al. 2012; Aguirre-von-

Wobeser et al. 2014; Ponce-Soto et al. 2015).

Pérez-Gutierrez et al. (2013) estudiaron las interacciones entre cepas co-

ocurrentes del género Bacillus aisladas de sedimento, con el propdsito de
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entender la influencia de las interacciones de interferencia y determinar el
potencial antagonista de estas cepas, comparando las interacciones dentro del
mismo sitio de muestreo, asi como entre sitios. Encontraron que hay menos
interacciones antagonistas dentro de cada sitio que entre sitios, sugiriendo que las
interacciones antagonistas influencian el arreglo de la comunidad en cada sitio.
Ademas el antagonismo y la sensibilidad pueden estar asociados a grupos
taxondmicos especificos de Bacillus arreglando a éstos grupos en una red
estructurada a manera de cadena tréfica (Pérez-Gutierrez et al. 2012). Aguirre et
al. (2014) presenta las interacciones entre un grupo de aislados de la columna de
agua, del género Pseudomonas y otros relacionados. Representando las
interacciones como una red, se encontré6 que algunas de las cepas fueron
altamente inhibidoras; es decir, tenian efecto antagonista sobre las demas cepas
sin ser inhibidas por éstas, o siendo inhibidas con menor intensidad. Aun en los
subgrupos de cepas sensibles y cepas inhibidoras se presentaron inhibiciones
entre estas cepas, demostrando que las redes de interaccién entre bacterias son
muy complejas. Al igual que en Pérez-Gutierrez (2013) en este estudio se obtuvo

una red a manera de cadena troéfica.

Justificacion

Dada la enorme diversidad de microorganismos en el planeta, la interrogante de
las causas subyacentes a ella es comun en ecologia microbiana. Como se discutio

anteriormente, en ecologia existen dos grandes visiones sobre estas causas, la
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neutral y la determinista. Desde una perspectiva adaptativa y de particion de
nicho, la vision determinista incluye a las interacciones como uno de los factores
importantes en la construccién del nicho y en la generacion y mantenimiento de la
biodiversidad. En particular, la competencia ha tenido un lugar central en la
discusiéon. Asi, y desde un punto de vista evolutivo, se ha establecido que la
competencia entre organismos mas cercanos filogenéticamente debe ser mas
intensa debido a que comparten un mayor numero de dimensiones del nicho que

ocupan.

Una localidad en donde existe particular interés por investigar las causas de la
diversidad microbiana, dada la extrema oligotrofia de sus ambientes, es el valle de
Cuatro Ciénegas en Coahuila, México. Esta localidad se ha convertido en un
modelo de estudio sobre las causas de la diversidad microbiana, y esta
investigacion contribuye desde el estudio de las interacciones entre cepas del
género Pseudomonas, reportadas como abundantes y productoras de

antimicrobianos, y cepas de otros géneros aislados de los mismos sitios.

De este modo, el objetivo e hipdtesis del trabajo son:

Objetivo
e Determinar la amplitud filogenética de la inhibicion de crecimiento

bacteriano por cepas aisladas de Pseudomonas en Cuatro Ciénegas
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Hipotesis
Ho. La accion inhibitoria de las sustancias antimicrobianas de las Pseudomonas probadas
en este estudio, es dependiente de la distancia filogenética de la cepa contendiente. A

mayor distancia filogenética menor accién inhibitoria.

HA. La accion inhibitoria de las sustancias antimicrobianas de las Pseudomonas probadas
en este estudio no sigue un patron dependiente de la distancia filogenética entre cepas

contendientes.
Métodos

Area de estudio

Cuatro Ciénegas Coahuila

Cuatro Ciénegas es un valle en el desierto Chihuahuense que contiene cientos de
cuerpos de agua (Minckley & Cole 1968). Se encuentra en la parte central del
estado de Coahuila, México, y forma parte del desierto Chihuahuense; se localiza
a 26° 59' N y 102° 04 W (Minckley 1969) con una extension de 3,632.6 km?
(coordenadas del poligono: latitud 27°11'24" - 26°42'36" N, longitud 102° 48’ 00” —

101° 54’ 36” W) (CONABIO 2014).

Los cuerpos de agua se caracterizan por ser pobres en nutrientes (oligotréficos),
principalmente en fésforo, por lo que el crecimiento de algas es limitado y se ha
sugerido que la red tréfica del lugar esta sustentada por bacterias (Souza et al.
2006). Presenta los niveles de fosforo mas bajos reportados para aguas
continentales, lo que ejerce una fuerte presién selectiva en la estructura y funcién

de las comunidades bioldgicas (Elser et al. 2005).
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A pesar de su extrema oligotrofia, Cuatro Ciénegas tiene la mas alta biodiversidad
endémica de Norteamérica como resultado de su aislamiento geografico (Stein et
al. 2000). También hay una gran diversidad de procariontes y virus (Souza et al.
2006; Desnues et al. 2011; Bonilla et al. 2012) asi como un gran potencial
metabdlico de estos organismos (Breitbart et al. 2009; Peimbert et al. 2012).
Aunque hay especies compartidas entre sitios, la composicion en cada lugar
estudiado dentro del Valle de Cuatro Ciénegas es contrastante y a pesar de la
presencia de organismos similares a bacterias marinas y de lugares distantes, los
datos sugieren que son residentes de los cuerpos de agua de esta localidad

(Souza et al. 2006; Souza et al. 2012).

Figura 1. Mapa de Cuatro Ciénegas (izquierda) y mapa de Laguna intermedia en Churince (derecha).

Sistema Churince

El sistema Churince se localiza en la region oeste del valle de Cuatro Ciénegas
(Figura 1). Este sistema comprende tres diferentes zonas conectadas por

pequefos cauces de agua; un manantial, seguido por una laguna intermedia (sitio
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donde se llevo a cabo el muestreo del presente estudio) y una gran laguna de
desecacion (Laguna Grande). Este sistema mide alrededor de 3 km de longitud.
Es un sistema caracterizado por fuertes gradientes ambientales (Cerritos et al.
2011). Las concentraciones de calcio, magnesio, sodio, potasio, cloruro y sulfatos
se incrementan del manantial hacia la laguna de desecacién y el pH también
aumenta en ese sentido (Johannesson et al. 2004; Cerritos et al. 2011). Sin
embargo, desde el 2006 la laguna de desacacion esta seca y la laguna intermedia
esta en peligro de perderse debido a la sobre explotacion del acuifero. Se sabe
que el origen del agua profunda en el Churince es muy antigua y que sube a la
superficie debido al calor magmatico que se encuentra bajo la sierra de San
Marcos y Pinos por lo que este ecosistema se ve dominado por sulfatos y depende
sobre todo de la recarga del humedal (Johannesson et al. 2004; Wolaver et al.

2013).

Muestreo y aislamiento de cepas

Se llevé a cabo la obtencion de muestras de columna de agua superficial en la
laguna intermedia del sistema Churince. Se tomaron las muestras de agua en
tubos Falcon y se almacenaron y transportaron a 4°C para su posterior

manipulacion.

Se realizaron diluciones 1:10000 con solucion fisioldgica, y se tomaron 200 pL de
estas para plaqueo en cajas de Petri con medio sdélido. Se incubaron a
temperatura ambiente y se realizé el aislamiento de las colonias que crecieron.

33



Las primeras colonias conspicuas se presentaron a las 48 horas de incubacién. Se
seleccionaron 47 cepas, las cuales fueron estriadas y cultivadas en serie con el

proposito de obtener lineas de cultivo puras.

Las cepas de Pseudomonas potenciales antagonistas se aislaron previamente de
este mismo sitio en medio PIA, seleccionandose solo aquellas que resultaron ser

las 10 mas antagonistas en el estudio de Aguirre et al. 2014

Medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados fueron: Luria Bertani (LB) y Medio Marino (MM). El
medio LB es ampliamente utilizado por muchos microbidlogos pues permite el
rapido crecimiento de diferentes especies (Sezonov et al. 2007). Para preparar un
litro de medio LB se anadieron 10 g de Peptona de caseina, 5 g de extracto de
levadura y 10 g de NaCl. Para preparar el medio sélido se anadié 15 g de agar. El
Bacto Agar Marino o medio marino (MM) Difco 2216 también se utiliza para crecer
una amplia variedad de microorganismos (Denner et al. 2006). Se utilizé una
version modificada de Bacto Agar Marino 2216. Para preparar un litro de MM se
disolvié en 970 ml de H,O, 5 g de peptona de caseina, 1 g de extracto de
levadura, 20 g de NaCl, KBr 0.08 g, SrCI2; 0.34 g, H;BO3 0.022 g, NaF 0.024 g,
(NH4)2NO3 0.026 g, Na;HPO4 0.08 g, NaySiOs 10 L, MgCl; 2.2 g, Na;SO4 1 g,
CaCl; 0.4 g, KCI 0.2 g, NaHCO3 0.1 g; aparte se disolvié en 30 mL de HyO, 0.1 g
de FeCgHs07, que una vez esterilizados se incorporaron a la solucion. Para

preparar medio soélido se afadid 15 g de agar (Avitia comunicacion personal).
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Determinacion taxondmica de cepas

La determinacion taxondmica de las cepas aisladas se realizd mediante la
determinacion de la secuencia del gen 16S rRNA y su comparacion en la base de
datos del sitio web de Ribosomal Database Project Release 10, update30 (Cole et

al. 2009).

Extraccion y purificacién de DNA

Para cada cepa aislada se extrajo DNA genomico. El protocolo utilizado es el
sugerido por el kit DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Alemania). Antes
de la extraccién de DNA las cepas de este estudio fueron crecidas por 18 h hasta
obtener una densidad celular suficiente para extraer DNA. Se tomé 1 mL de
volumen de bacterias en medio de cultivo y coloc6 en tubos Eppendorf de 1.5 mL,
se centrifugaron a 10 000 rpm durante 1 min para separar las células del medio de
cultivo. Se descart6 el sobrenadante y se resuspendio el botén de células con 500
pL de MgSO4 (50mM). Se incubd por media hora a temperatura ambiente.
Posteriormente se centrifugd a 7500 rpm, se descartdé el sobrenadante y se
conservo el precipitado de células. Se resuspendié en 180 pL de solucién de lisis
(Buffer de lisis con 200 mM Tris-HCI pH=8, 2mM EDTA,; Triton 1.2% y lisozima 20
mg/mL) y se incubd a 37°C por 30 min. Al finalizar este paso se anadié 20 yL de
proteinasa K y 200 uL de buffer AL del kit de DNeasy. Se resuspendio y después
se incubd a 70°C por 30 min. Al término de este paso se anadieron 200 uL de
etanol 100% y se agitdé en un Vortex. Todo el contenido se tomé y coloc6 en una
microcolumna del kit y se centrifugd un minuto a 8000 rpm. Se recuperé la

columna, y fue colocada en otro tubo colector. Se anadié a la columna 500 pL de
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buffer AW1 y se centrifugdé a 8000 rpm por un minuto. Se recupero la columna, se
colocd en un tubo colector nuevo, se anadieron 500 pyL de buffer AW2 y se
centrifugd a 14 000 rpm por tres minutos. Se recupero la columna y se coloco
sobre un tubo Eppendorf (donde se colectdo el DNA puro) y a la columna se le
afiadieron 100 uL de buffer AE y se centrifugd a 8000 rpm un minuto. Finalmente,
sin quitar la columna del tubo Eppendorf, se anadieron 50 yL de H,O ultrapura
(Sigma ®) y se descarto la columna. En el tubo Eppendorff quedé DNA purificado

de buena calidad.

Amplificacion del gen 16S rRNA por PCR

Para preparar la reaccion de amplificacion de PCR se mezclaron 3 uL de Cloruro
de Magnesio (MgCl, 1.5 mM), 5 uL de buffer de reaccién (1x), 1 yL de dNTPs (200
MM), 1 uL de oligo forward y 1 pyL de oligo reverse (0.2 uM) [27Forward
(5’ AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3), y 1492Reverse
(5CGGTTACCTTGTTACGACTT 3’) (Lane 1991)], enzima de amplificaciéon
Amplificasa® 0.2 pl (1U), 1 yL de DNA muestra y 37.8 yL de H,O. Todas las
muestras se amplificaron en un termociclador Techne TC 3000 (Barloworld
Scientific, Staffordshire, UK). La amplificacion se llevdo a cabo en tres pasos.
Primero: se subié la temperatura del termociclador a 94° C por un minuto.
Segundo: se repitieron 35 ciclos con las siguientes caracteristicas: se elevé la
temperatura a 94°C por 1 min, para desnaturalizar el DNA, se bajé la temperatura
para alinear los primers a 52°C por 1 min y finalmente se subié a 72°C por un
minuto para llevar a cabo la extension. Tercero: se mantuvo a 72°C por 5 min para

una extension final y finalmente se bajo a 4°C_. Los productos fueron purificados
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en columnas de purificacion Centrisep. Los productos fueron secuenciados en un
secuenciador 3500XL Life Technologies utilizando el protocolo establecido para el

kit BigDye® Direct Sequencing (Life Technologies Carlsbad, CA, USA).

Analisis filogenético y determinacién taxonémica

Se revisaron los histogramas usando el programa Chromas 2.4 (Technelysium Pty
Lsd© 2014) para seleccionar aquellas areas de la secuencia que presentaron
mejor calidad y descartar aquellos segmentos poco claros. Los fragmentos de
secuencia de buena calidad se colocaron en un solo archivo en formato FASTA y
se alinearon usando MUSCLE (Edgar 2004) y posteriormente se realizd una
revision manual de la alineacion. Para la reconstrucciéon del arbol filogenético se
llevé a cabo un analisis de maxima verosimilitud con RaxML-HPC2 8.0.24 en
Cyberinfrastructure for Phylogenetic Research CIPRES (Stamatakis 2006; Miller,
et al. 2010). Ademas del arbol principal, se generaron 1000 arboles a partir de
remuestreos aleatorios con reemplazo (remuestreo tipo bootstrap), y los
porcentajes de aparicion de cada rama en los remuestreos fueron calculados por
RaxML. Para la identificacion taxondmica se empled la herramienta Compare de
Greengenes (DeSantis et al. 2006), en la opcion BLAST, la cual arrojé una tabla

con el contenido de datos taxondmicos de cada una de las secuencias.

Ensayo de competencia

Se seleccionaron 11 cepas de Pseudomonas aisladas de la Laguna Intermedia de
Churince (las mas antagonistas reportadas en el estudio de Aguirre et al. 2014)
para probar antagonismo sobre las 47 cepas aisladas del Churince. Las

interacciones fueron probadas por el experimento de plato de Burkholder
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(Burkholder et al. 1966), ya que en medio semisdlido pueden coexistir con las
productoras y ser observadas sus interacciones (Chao & Levin 1981; Greig &
Travisano 2008). Se formé un tapete de células con cada una de las 47 cepas del
Churince para probar su sensibilidad a las 11 cepas de Pseudomonas
antagonistas. El tapete se creé mezclando 1 mL de cultivo de las cepas
potencialmente sensibles crecidas a fase exponencial (Densidad optica a 600 nm
0.4 — 0.7) con 2.5 mL de medio agar suave 0.7% (LB o MM segun hayan sido
aisladas las cepas); la mezcla se esparcié uniformemente sobre medio solido en
caja de Petri de tal manera que se obtuvo una capa con células potencialmente
sensibles. Se dejo secar 10 minutos e inmediatamente se colocd sobre el tapete
una gota de 3 uL de cultivo de cada una de las cepas de Pseudomonas
antagonistas a fase exponencial. Se dejaron crecer durante 16-20 horas, y
concluido ese tiempo, se evaludé la presencia de halos de inhibicion. El
experimento se llevo a cabo por triplicado. Se asignaron valores en una escala de
0-5 para la presencia de halos de inhibicidon, donde 0 es que no se presenta halo y

5 es que hay halo claro.

Analisis de datos

Los resultados del ensayo de competencia se registraron en una matriz donde en
las filas se ordenan las cepas potencialmente sensibles y en las columnas las
cepas de Pseudomonas del estudio de Aguirre et al. (2014) que son las
antagonistas. Con estos datos se construyé un heatmap en Matlab (The
Mathworks, USA) ordenando las cepas (tanto sensibles como antagonistas) de

acuerdo a su filogenia.
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Para identificar diferencias significativas (P<0.05) en la capacidad de inhibicién de
las cepas antagonistas (Pseudomonas), se realizé una prueba no paramétrica de
analisis de varianza Kruskal-Wallis con ayuda del programa R (R core Team
2013). Posteriormente se aplicé una prueba post-hoc de Nemenyi para identificar
los pares de cepas antagonistas con diferencias significativas en su capacidad de

inhibicion.

Para probar la posible relacién entre la distancia filogenética y la actividad
inhibitoria por parte de la coleccién de cepas de Pseudomonas antagonistas se
realizd un analisis de regresion lineal para cada cepa de Pseudomonas. La
distancia filogenética se determind como la suma de distancias desde el nodo
comun mas cercano, hasta cada una de las dos cepas, en el arbol filogenético
construido previamente (figura 4), estos calculos se realizaron en Matlab (The

Mathworks, USA).

Resultados

Determinacion taxonomica de aislados

Con el fin de obtener una coleccién de microorganismos para los experimentos de
antagonismo, se llevé a cabo un muestreo de columna de agua superficial en la
Laguna Intermedia, del sistema Churince, en Cuatro Ciénegas Coahuila, México
(26.84810° N, 102.14160° W), en noviembre de 2012 (Fig. 1). Se seleccionaron 47

colonias y se aislaron hasta obtener cultivos puros, a los que posteriormente se les
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extrajo el DNA y se amplificd y secuencio el gen 16S rRNA para su determinacion

taxondmica.

Tabla 1. Determinacion taxonémica de las cepas muestreadas

Cepa Phylum Género Cepa Phylum Género
MMV3-91 Actinobacteria Micrococcus LBV2-7.2 y-Proteobacteria Acinetobacter
MMV1-95 Actinobacteria Micrococcus LBV2-7 y-Proteobacteria Acinetobacter
LBV1-106 Actinobacteria Micrococcus LBV1-35 Firmicutes Staphylococcus

MMV2-25.2 Actinobacteria Kocuria MMV3-41 Firmicutes Staphylococcus
MMV2-25 Actinobacteria Kocuria MMV4-13 Firmicutes Staphylococcus
MMV3-34 Actinobacteria Kocuria MMV1-RX2 Firmicutes Bacillus
MMV3-35 Actinobacteria Kocuria MMV1-113 Firmicutes Bacillus

MMV1-95.2 Actinobacteria Williamsia LBV3-101 Firmicutes Bacillus

LBV3-93 Actinobacteria Williamsia LBV1-168 Firmicutes Bacillus
MMV1-92.2 Actinobacteria Williamsia LBV3-106 Firmicutes Bacillus
LBV5-20 Actinobacteria Williamsia MMV3-64 Firmicutes Bacillus
LBV2-104 Actinobacteria Williamsia MMV3-33 Firmicutes Bacillus
MMV1-92 Actinobacteria Williamsia MMV1-57 Firmicutes Bacillus
MMV3-13 Actinobacteria Williamsia MMV1-55 Firmicutes Bacillus
MMV3-56 Actinobacteria Brachybacterium LBV1-26.2 Firmicutes Bacillus
LBV1-261 Actinobacteria Janibacter MMV3-24 Firmicutes Bacillus
LBV2-94.2 Actinobacteria Dermacoccus MMV3-19 Firmicutes Bacillus
LBV3-135 Actinobacteria Kytococcus LBV1-116.2 Firmicutes Bacillus

LBV3-135.3 Actinobacteria Kytococcus MMV2-116 Actinobacteria Microbacterium

LBV3-135.2 Actinobacteria Agrococcus MMV1-80 Actinobacteria Microbacterium
LBV5-18.2 Actinobacteria Agrococcus MMV364.2 Actinobacteria Microbacterium

LBV5-18 Actinobacteria Agrococcus MMV3-164 Actinobacteria Microbacterium
LBV2-150 o-Proteobacteria Brevundimonas LBV1-26 Actinobacteria Microbacterium
LBV2-111 y-Proteobacteria Pantoea

La determinacién taxondmica de cada uno de los aislados se obtuvo al comparar
las secuencias con la base de datos de Greengenes (DeSantis et al. 2006),
mediante la herramienta de alineamiento local basico de secuencias BLAST
(Altschul et al. 1990). En la tabla 1 se muestran los resultados de busqueda para

cada una de las secuencias de los aislados. Principalmente se obtuvieron
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bacterias Gram positivas y solo algunas Gram negativas, representantes de
Proteobacteria. Cuatro Phyla bacterianos estuvieron representados en las cepas

caracterizadas en este estudio, Actinobacteria, Firmicutes y Proteobacteria (y-

Proteobacteria y a-Proteobacteria). EI género mejor representado fue Bacillus en
13 de los aislados, seguido por Williamsia con siete aislados, Kocuria y
Microbacterium con cuatro aislados; con tres aislados por género estan
Staphylococcus, Micrococcus y Agrococcus; Acinetobacter y Kytococcus con dos
aislados; y representados en un solo aislado Brevundimonas, Pantoea,

Brachybacterium, Janibacter y Dermacoccus.

Variacion en el grado de antagonismo de las Pseudomonas

En general, las cepas muestreadas presentaron sensibilidad a la inhibicion por
parte de la coleccidon de Pseudomonas previamente seleccionadas. De las 47
cepas probadas en este estudio, 34 fueron inhibidas por al menos una de las

cepas antagonistas (Figura 2).
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Figura 2. Intensidad de interacciéon de antagonismo competitivo entre cepas de Pseudomonas y las cepas
caracterizadas en este estudio. A la izquierda se presenta la filogenia de cepas colectadas para este estudio.
Arriba y horizontalmente se presenta la filogenia de cepas de Pseudomonas (probadas por Aguirre et al.,
2014). A la izquierda arriba se muestra la escala de intensidad que va de 0-5 (blanco-negro) donde cero
(blanco) muestra ausencia de inhibicion, y cinco (negro) muestra el maximo de intensidad.
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Valores p prueba post-hoc de Nemenyi entre cepas antagonistas

2C2 2C8 2C1 2E4 4D1 1B6 1D4 1D6 1D12 2B7
2C2 - - - - - - - - -
2C8 | 0.00953 - - - - - - - -
2C1 1 0.02847 - - - - - - -

2E4 | 0.8632 | 0.53359 | 0.96379 - - - - - -

4D1 | 0.99998 | 0.04603 1 0.98488 - - - - -

1B6 | 0.02686 1 0.07085 | 0.73998 | 0.10751 - - - -

1D4 | 0.0003 0.998 0.0012 | 0.0977 | 0.00228 | 0.98109 - - -

1D6 | 2.80E-05 | 0.94929 | 0.00013 | 0.02272 | 0.00028 | 0.83942 | 0.99998 - -

1D12| 0.0003 | 0.99808 | 0.00123 | 0.09879 | 0.00232 | 0.98156 1 0.99998 -

2B7 1 0.03546 1 0.97498 1 0.08579 | 0.00161 | 0.00019 | 0.00164 -

Tabla2. Valores p prueba post-hoc de Nemenyi. En rojo los valores p indican las parejas de cepas

antagonistas que fueron significativamente diferentes en su accion de inhibicion (p<0.05).

Los maximos de inhibicién los presentaron las cepas de Pseudomonas 4D1 y 2B7
afectando a la rama de LBV3-135.2, LBV5-18.2 Y LBV5-18, rama que corresponde
a cepas relacionadas con el linaje de Agrococcus. También se presenta fuerte
inhibicion por parte de las Pseudomonas 2C2, 2C1 y 2E4. El menor antagonismo
lo presentaron las Pseudomonas 2C8, 1B6, 1D4, 1D6 y 1D8. En estas bacterias
se presentaron escasos casos de inhibicién y éstos fueron de baja intensidad

(Figura 2).

La observacion cualitativa de diferencias en capacidad de inhibicion de
Pseudomonas se puso a prueba cuantitativamente con una prueba no paramétrica
de analisis de varianza Kruskal-Wallis. La prueba arrojé que hay diferencia

significativa de inhibicion entre las cepas antagonistas (Tabla 2, p < 0.05).

De acuerdo con la observacion del heatmap y las pruebas estadisticas, podemos

distinguir dos grupos de Pseudomonas, aquellas que inhiben mayor numero de
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cepas de géneros distintos y con altos valores de intensidad (2C2, 2C1, 2E4, 4D1
y 2B7, y las que inhiben a un bajo numero de otras cepas y ademas con poca
intensidad (2C8, 1B6, 1D4, 1D6 y 1D12). Estas ultimas, todas se agrupan en la
misma rama de su filogenia excepto 2C8 que se encuentra en la misma rama que
2C1 y 2C2 que son de las mas inhibidoras. 2E4 y 4D1 estan en una misma rama
mientras 2B7 esta sola en una rama. En cada una de las tres ramas donde se
presentaron Pseudomonas con los mas altos valores de inhibicién hay una cepa
con niveles de intensidad de inhibicidon cercanos a 5 que es el valor mas alto.

Estas cepas son 2C2, 4D1 y 2B7.

Variacion en el grado de sensibilidad de cepas contendientes

Las cepas caracterizadas en este estudio que presentaron mayor resistencia

(menor inhibicion por Pseudomonas) fueron, por el lado de y-Proteobacteria LBV 1-

7.2 y LBV1-7 que estan relacionadas con el linaje de Acinetobacter. Por el lado de
Firmicutes se encontraron entre las mas resistentes cepas emparentadas con
linajes de Bacillus como MMV1-Rx2, LBV3.101, LBV3.106, MMV3-119 y MMV2-
116.2. En Actinobacteria el grupo emparentado con el linaje de Kocuria (MMV2-
25.2, MMV2-25, MMV3-34 y MMV3-35) también se mostro resistente a la accidn
de las cepas antagonistas. Una de las cepas de Williamsia, a diferencia de los
otros miembros de la esta rama, LBV5-20 fue resistente al no presentar inhibicidén
por las antagonistas. Lo mismo que en el caso anterior ocurri6 con MMV3-134
perteneciente a Micrococcus, pues de esta rama, solo este miembro fue resistente

al antagonismo de las cepas de Pseudomonas.
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Como se mencion6é con anterioridad, la rama relacionada con Agrococcus fue
donde se mostro el maximo de sensibilidad a cepas antagonistas. Sin embargo, en
otras ramas también se mostro alta sensibilidad, como en el caso de la rama
emparentada con Staphylococcus (LBV1-135, MMV3-41 y MMV4-13). Aqui cabe
resaltar que solo la mitad de las cepas antagonistas inhibieron a las dos primeras
cepas sensibles de esta rama. Estas antagonistas fueron 2C2, 2C8, 2C1, 2E4 y
4D1. El resto de las antagonistas (1B6, 1D4, 1D6 y 1D12) unicamente inhibio a
MMV4-13. La unica cepa que inhibio a las tres sensibles de este grupo fue 2B7.
Este mismo patron de inhibicion donde 2C2, 2C8, 2C1, 2E4, 4D1 y 2B7 son las
cepas que mostraron antagonismo. Aqui 2C8 ya no muestra antagonismo de gran
intensidad; y el patrén de 1B6, 1D4, 1D6 y 1D12 se conservo pues no son
fuertemente inhibidoras, y los pocos casos de inhibicion que presentaron fueron de

baja intensidad.

La rama de cepas emparentadas con Micrococcus y la de Williamsia en general se
comportaron como un grupo muy sensible, sobre todo el grupo de Micrococcus
pues las 10 cepas antagonistas mostraron inhibicion sobre estas cepas. Las cepas
emparentadas con Williamsia también fueron sensibles aunque no fueron
afectadas por todas las antagonistas, sin embargo la intensidad de inhibicién que

se presento fue media (en la escala con valores de 2-3).

Se realiz6 para cada género de cepas potencialmente sensibles una prueba de
Kruskal-Wallis para determinar si las cepas antagonistas inhiben de manera

significativamente diferente a éstos grupos. Las bacterias probadas en este
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estudio pertenecen a 14 géneros diferentes, por lo tanto se conformaron 14 grupos
a analizar. Se partio de la premisa que en general hubo diferencia significativa en
la inhibicion de Pseudomonas sobre las cepas sensibles. Se realizaron pruebas
pareadas de t para determinar, por grupo taxondmico, si esta inhibicién fue
significativamente diferente. Hubo grupos donde las cepas antagonistas no
inhibieron significativamente diferente (p > 0.05) como en el caso de
Brevundimonas (a-Proteobacteria), Pantoea y Acinetobacter (y-Proteobacteria),
Staphylococcus (Firmicutes), Micrococcus, Kocuria, Brachybacterium, Janibacter,

Dermacoccus, Kytococcus y Mycrobacterium (Actinobacteria).

Los grupos que si presentaron diferencia significativa de inhibicidn por
Pseudomonas (p < 0.05) fueron Bacillus (Firmicutes), Williamsia y Agrococcus

(Actinobacteria).

Se realizaron las mismas pruebas para cada una de las cepas antagonistas para
determinar si inhiben de manera diferente a cada uno de los grupos de bacterias
sensibles. En 6 de las 10 cepas de Pseudomonas hubo diferencias significativas
de inhibiciéon en los grupos de bacterias sensibles (p < 0.05). Estas fueron 2C8,
2E4, 4D1, 1B6, 1D6 y 2B7. Para cada una de estas cepas, se hicieron pruebas
pareadas con 0.05 de significancia, para saber que grupos de bacterias sensibles
fueron inhibidas de manera significativamente diferente por cada una de las

antagonistas.

En 2C8 resultdé que el grupo de Bacillus, Kocuria, Williamsia y Microbacterium fue

inhibido significativamente diferente a Agrococcus, mientras que Micrococcus fue
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diferente a Kocuria y Microbacterium (p < 0.05). En 2E4 se tienen los mismos
resultados, ademas de que Kocuria fue inhibida significativamente diferente a
Williamsia. En 4D1, en general los grupos fueron inhibidos significativamente
diferente, excepto el grupo de Acinetobacter y Dermacoccus, que no mostraron
ser inhibidos de modo significativamente diferente a ningun otro grupo. En cambio
el grupo de Bacillius fue muy diferente a todos los grupos excepto los dos antes
mencionados y Brachybacterium. Los grupos de Brevundimonas y Pantoea solo
mostraron diferencia con Bacillus, mientras que Staphylococcus, ademas de con
éstos, también mostro diferencia con Kocuria, y éste ultimo grupo también con
Williamsia, Dermacoccus y Micrococcus. Este ultimo también fue inhibido con
diferente intensidad a Microbacterium que a su vez también present6 diferencias

con Kytococcus que difirié también con Williamsia y Kocuria (p < 0.05).

En el caso de la cepa 1B6, el grupo de Staphylococcus mostré intensidad de
inhibicién significativamente diferente a Bacillus y Kocuria. Bacillus en este caso,
al igual que en 4D1 fue el grupo que mostrd haber sido inhibido significativamente
diferente a un mayor grupo de bacterias. Aqui difii6 ademas de con
Staphylococcus, con Micrococcus, Williamsia, Kytococcus, Agrococcus y
Microbacterium. El grupo de Micrococcus también fue diferente a Kocuria, y éste a
su vez con Williamsia y Agrococcus que a su vez difirieron con Dermacoccus y

Kytococcus el primero, mientras el segundo con Microbacterium (p < 0.05).

En cuanto a 1D6 solo el grupo de Bacillus fue inhibido de modo significativamente

diferente a Brachybacterium, Janibacter, Dermacoccus y Microbacterium, mientras
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que Kytococcus fue diferente a Agrococcus. Mientras que en lo que respecta a
2B7 solo hubo diferencia entre Kytococcus con Bacillus y Williamsia que ésta a su

vez difirié de Janibacter y Micrococcus.

Relacion entre intensidad de interaccion antagonica y distancia filogenética
Se buscd probar si habia alguna relacion entre la intensidad de inhibicion y la

distancia filogenética entre las cepas interactuantes. Sin embargo, no se encontro
patron alguno que demuestre que éstas variables estén relacionadas (Figura 3). El
analisis de regresién lineal indica que para ninguna cepa de Pseudomonas se
encontré una relacion estadisticamente significativa entre su distancia filogenética

con las cepas contendientes y la actividad inhibitoria (p > 0.05).

Aunque hubo variaciones en el grado de inhibicion, ésta se observo
independientemente del grupo taxondmico de la cepa sensible, tanto en cepas
relacionadas con Pseudomonas  (Proteobacteria) como en cepas

filogenéticamente lejanas (Firmicutes y Actinobacteria) (Figura 3).
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Figura 3. Regresion lineal para cada cepa de Pseudomonas antagonista, relacionando la distancia filogenética
y la actividad antagonista. En cada panel se grafica en el eje de las abscisas la distancia filogenética y en las
ordenadas la intensidad de inhibicion.
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Figura 4. Filogenia con las secuencias de Pseudomonas y las 47 cepas caracterizadas en este trabajo. A
partir de éste arbol se calcularon las distancias filogenéticas. En morado la rama de y-Proteobacteria, en
amarillo la de a-Proteobacteria, en naranja Firmicutes y en rosa Actinobacteria.

Discusion

El universo de los microbios es uno de los mundos menos explorados dentro de
nuestro planeta. A pesar de los esfuerzos realizados por mejorar el conocimiento
de la diversidad de microorganismos aun falta mucho por ser explorado acerca de
su biologia (Green and Bohannan 2006; Van der Gucht et al. 2007; Fuhrman 2009;

Barberan & Casamayor 2010; Zhang et al. 2011; Wang et al. 2012; Gobet et al.

50



2012; Oliveira et al. 2014) La dificultad para aislar bacterias en medios de cultivo
complica todavia mas el estudio de aspectos particulares de su biologia. Por
ejemplo, la interaccion de antagonismo competitivo entre bacterias solo se puede
determinar si se cuenta con cepas aisladas. Si bien la representatividad de la
comunidad en medios de cultivo es baja (Whitman et al.1998), al menos se puede
abordar el estudio de las interacciones con los aislados conseguidos y asi tener
una idea directa de como se podrian llevar a cabo las interacciones entre
microorganismos pertenecientes a una comunidad. Estos cuentan con un gran
arsenal de sustancias quimicas que tienen efecto antimicrobiano con diferentes
espectros de accion (Riley & Wertz 2002). Los hay de amplio espectro como son
los antibidticos, que son capaces de inhibir la proliferacion de organismos
filogenéticamente y ecoldégicamente relacionados asi como aquellos distantes
(Hibbing et al. 2010; Czaran et al. 2002; Ratcliff & Denison 2011; Vetsigian et al.
2011; Riley & Gordon1999; Smarda et al. 2007; Nair & Simidu 1987;Riley et al.
2003). De acuerdo al espectro de inhibicidon presentado por la coleccion de cepas
de Pseudomonas probadas en este estudio, las sustancias que producen estas
bacterias presentan un comportamiento parecido al de este ultimo tipo de
sustancias. Por lo general son, al igual que las bacteriocinas (aunque éstas son de
espectro reducido), sustancias de origen peptidico, aunque hay otras sustancias
de naturaleza distinta con atributos inhibitorios, como los biosurfactantes

producidos por Pseudomonas (Toribio et al. 2011).

Gran parte de los estudios de accion de sustancias antimicrobianas se han

enfocado a organismos de interés médico, aislados de ambientes diferentes al de
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las bacterias de este estudio. Por lo tanto, resulta valioso abordar estudios en
comunidades diferentes al de organismos patdégenos, con la finalidad de entender

las interacciones antagonistas en bacterias de manera mas amplia.

Se han caracterizado sustancias en bacterias ambientales que inhiben a cepas
patogenas (Burkholder et al. 1966; Nair & Simidu 1987; Hentschel et al. 2001).
Tener el conocimiento del alcance filogenético de la accion inhibitoria de cepas de
bacterias ambientales abre una enorme posibilidad para solucionar problemas con
bacterias patogénicas, por lo cual resulta interesante el disefio de proyectos
dirigidos a probar el rango de accion de estas cepas, asi como aislar y caracterizar

los compuestos que estén involucrados directamente en la inhibicion.

Este estudio se centré en la amplitud filogenética del espectro de accién de los
mecanismos de inhibicibn que presentan las cepas de una coleccion de
Pseudomonas aisladas de Churince. Se parti6 de la premisa de que cepas
emparentadas ocupan nichos ecoldgicos mas parecidos, y son las competidoras
mas directas de cualquier cepa. Los resultados no mostraron una relacién entre la
distancia filogenética de las cepas interactuantes y la intensidad de la inhibicion
(Figura 3) a pesar de que las antagonistas inhiben diferencialmente a diferentes
grupos taxonomicos de bacterias potencialmente sensibles. Al no haber un patrén
que demuestre que la inhibicion con respecto a la distancia filogenética es
diferencial, la hipétesis planteada en este trabajo no puede ser aceptada ya que la
teoria de interacciones por competencia postula que entre menor sea la distancia

filogenética, los organismos tienen mayor similitud con respecto a los elementos
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que definen sus nichos, es decir, son ecoldogicamente mas parecidos y por lo tanto

la competencia suele ser mas intensa.

A pesar de que el objetivo del presente trabajo se centrd en la caracterizacion del
espectro filogenético de accion antimicrobiana y no en la caracterizacion de los
compuestos quimicos involucrados, dados los resultados, es relevante considerar
las posibles razones por las que no observamos ningun patron filogenético. Una
explicacion posible para este fendmeno es la versatilidad de Pseudomonas para
explotar diferentes ambientes, es decir, son organismos generalistas, y no
defienden un nucleo de recursos de un grupo filogenéticamente cercano, sino
llevan la defensa de recursos mas alla produciendo sustancias de amplio espectro
que les permita por un lado superar a un mayor numero de competidores, y por

otro, y en consecuencia tener acceso a mas recursos.

No todas las bacterias antagonistas en este estudio fueron exitosas en el sentido
de inhibir el crecimiento de las cepas con quienes interactuaron. Cada grupo de
bacterias cuenta con variabilidad donde no todas son totalmente antagonistas,
como se observé con 2C2, 2C8 y 2C1. A pesar de ser miembros de una misma
rama en el arbol filogenético, solo 2C1 y 2C2 fueron antagonistas. Miembros de
una misma rama no fueron fuertes antagonistas (1B6, 1D4, 1D6 y 1D12) lo cual
puede sugerir que al interior de un grupo de bacterias emparentadas, hay de
alguna forma estructuracion filogenética, pues tenemos una rama de organismos

no antagonistas y ramas de organismos que si lo son, por lo tanto, esto podria
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explicar por qué no hay un patron claro de la intensidad de inhibicidn con respecto

a la distancia filogenética.

Esto sugiere que hay Pseudomonas que no solo apuestan por estrategias de
produccion de sustancia antimicrobiana, de contienda directa, sino que podrian
valerse de otras. Cualesquiera que sean estas estrategias, al parecer promueven
la coexistencia entre grupos de bacterias, y evitan que se caiga en exclusion
competitiva, de lo contrario, un sitio como Cuatro Ciénegas no presentaria una alta
diversidad de linajes bacterianos, sino se tendrian comunidades dominadas por
pocos grupos de bacterias. Entonces, cepas como 1B6, 1D4, 1D6 y 1D12, inhiben
pocos miembros de su mismo género y con baja intensidad (Aguirre et al., 2014),
asi también a bacterias de otros géneros, promoviendo no solo la coexistencia de

conespecificos, sino también con distintos grupos taxonémicos de la comunidad.

Las cepas 2C2, 2C1, 2E4, 4D1 y 2B7 fueron las cepas que tuvieron los valores
mas altos de inhibicidon, ademas de ser antagonistas de un gran numero de
bacterias. Este comportamiento lo presentaron en el estudio de Aguirre et al. 2014.
Estas cepas son altamente antagonistas ya que no solo inhiben con alta
intensidad a un gran numero de miembros de su propio género, sino también
hacen lo mismo con bacterias de diferentes géneros, lo que sugiere que su
estrategia es matar a tantos competidores como les sea posible para tener acceso
a sus recursos celulares en un ambiente pobre en nutrientes como es el de Cuatro
Ciénegas. Por otro lado, es de llamar la atencion que la cepa de Pseudomonas

2C8 es una fuerte competidora de otras Pseudomonas (fue de hecho la que inhibe
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a un mayor numero de cepas), sin embargo, no inhibié del mismo modo a las
cepas de diferentes linajes ya que inhibe con poca intensidad a pocas cepas.
Estos resultados sugieren que las sustancias que produce 2C8 son efectivas
solamente contra organismos cercanos filogenética y ecoldégicamente a ella, y no
asi con bacterias distantes, que es lo que la teoria ecoldgica propone, esto no es
el caso en el resto de las cepas antagonistas de Pseudomona que parecen tener
un muy amplio espectro de antagonismo. Por otra parte, este es un estudio muy
parcial, por lo que de ninguna manera se puede concluir que las Pseudomonas no
antagonistas carecen de la capacidad de producir sustancias inhibitorias, sino que
los resultados obtenidos sugieren solamente que no son eficientes para inhibir los

grupos probados en esta investigacion.

En un sitio como Cuatro Ciénegas, donde hay una alta biodiversidad de bacterias
(Souza et al. 2006), la competencia por tener acceso a los recursos es fuerte, de
acuerdo a un estudio metagendémico en Poza Roja (Bonilla-Rosso et al. 2012). En
dicho estudio se encontré6 un sistema dominado por bacterias del linaje de
Pseudomonas y gran numero de genes de resistencia a antibidticos (Souza,
comunicacion personal). Por otra parte, en En Churince se ha encontrado que hay
cierta abundancia de Pseudomonas (Escalante 2008) y como bien es sabido son
productoras de un gran arsenal quimico (Nair & Smidu 1987; Haas & Keel, 2003;
Hibbing 2010; Aguirre et al. 2014). Las bacterias invierten recursos en diferentes
estrategias para no ser desplazadas del medio que habitan, lo que podria jugar un
papel importante en este caso. Un ejemplo de esto es la inversion de materia y

energia en la produccion de sustancias inhibitorias en contra de otros
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competidores, usandolas como primera linea de defensa (Riley & Wertz, 2002).
Por otro lado las sensibles, pueden invertir recursos en adquirir cierta resistencia a

esas sustancias.

Invertir en la produccion de costosos caracteres para la contienda en un ambiente
oligotrofico podria conferir ventajas a los organismos productores, sobre todo si
son generalistas, pues deben proteger un rango mas amplio de recursos. Las
especies generalistas que ocupan un gran espectro de ambientes es mas
probable que se beneficien de la produccidon de sustancias de amplio espectro o
un coctel de toxinas que sea capaz de llegar a diferentes competidores
potenciales (Hibbing et al. 2010). Mas aun, si se considera que la produccion de
sustancias que se diluyen al medio puede ser altamente costosa en ambientes
acuaticos oligotréficos (Aguirre-von-Wobeser et al. 2015). Quizas las presiones
ambientales a las cuales las bacterias estan sometidas, en este caso la oligotrofia
de las aguas del sistema Churince en Cuatro Ciénegas (Souza et al. 2006),
favorecen la prevalencia de aquellas sustancias de amplio espectro de accion. Si
bien este estudio es una aproximacion a lo que ocurre en la comunidad, seria
relevante llevar a cabo mas estudios de interacciones, con el propédsito de dilucidar
o al menos tener un panorama mas completo de las interacciones en este sitio,
ademas de simular las condiciones de oligotrofia del ambiente y asi poder saber

hasta qué punto es ventajoso producir estas sustancias.

56



Perspectivas

Hay numerosos escenarios que no se exploraron en este estudio. Uno de ellos fue
probar si las cepas distintas a Pseudomonas inhiben a éstas, es decir, se probaron
como cepas potencialmente sensibles, aunque valdria la pena realizar el
experimento pero probando a estas cepas como potenciales antagonistas vy
demostrar si hay alguna relacion con su aparente resistencia a algunas de las
Pseudomonas, ademas de explorar contiendas de todas contra todas, probando si
estas interacciones funcionan como el modelo de piedra-papel-tijeras y describir el

tipo de redes de interaccion que se forman.

Valdria tambien la pena llevar a cabo investigaciones futuras con un mayor
numero de cepas de cada grupo para tener un panorama mas completo de cémo
es la interaccion entre estas bacterias y comprobar si realmente no hay un patrén
claro entre la distancia filogenética y la intensidad de interaccién, determinando si

estos resultados son producto de la interaccion bidtica misma

Como se menciond antes sobre la oligotrofia de las aguas de Cuatro Ciénegas,
resulta relevante preguntarse si existe una relacidon entre la produccion de
sustancias antimicrobianas y la disponibilidad de nutrientes. Producir éstas
sustancias es costoso, entonces, al hacer estudios donde se varie la
concentracion de nutrientes del medio en el que compiten las bacterias podria
arrojar informacién valiosa que encamine a entender si existe dicha relacion y
poder plantear qué beneficios proporciona apostar a tan costosas estrategias. En

este sentido también es necesario dirigir investigaciones que nos ayuden a
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resolver estas incognitas sobre la eficacia de explotacion de diferentes fuentes de

nutrientes.

No se sabe si la produccién de estos costosos agentes antimicrobianos ocurre
solo en presencia de potenciales competidores o si ésta se expresa de manera
constitutiva por cepas antagonistas. Para resolver esta pregunta, se puede
ejecutar la misma metodologia empleada en esta investigacion, aunque se sugiere
filtrar el cultivo de células y asi determinar si en el medio hay sustancias que estos
organismos producen independientemente de estar en contacto con un organismo

competidor.

Entender a qué escala geografica son relevantes este tipo de interacciones resulta
de importancia. En el sistema Churince Cerritos et al. (2011) llevé a cabo un
estudio en el que correlaciona variables ambientales con la diversidad biologica en
diez puntos de muestreo a lo largo de este sistema acuatico; de este estudio se
tiene una coleccidon de aislados de diversos géneros, incluyendo muchos distintos
a los caracterizados en este estudio. Con colecciones de aislados como ésta se
puede por un lado, reproducir el experimento de la presente investigacion para
ampliar el conocimiento del alcance filogenético de las sustancias que producen
las cepas que aqui se probaron, y por otro buscar patrones (si los hay) entre la
intensidad de la interaccion con respecto a la distancia geografica que separa a

las cepas interactuantes.

En ecologia quimica, el papel que juegan las sustancias que producen las

bacterias como Pseudomonas en los sitios que habitan se interpreta como un
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control de las dinamicas poblacionales de los demas microorganismos con los que
coexisten (Burkholder et al. 1996). En este punto la informacién que proporcionan
estudios metagendmicos sera de ayuda para tener un censo mas completo de la
riqueza y abundancia de especies en Churince y comprobar si la abundancia de
grupos de bacterias se relaciona con la coocurrencia de los demas grupos de

microorganismos con los que coexisten.

Conclusiones

La accion inhibitoria de la coleccion de Pseudomonas es independiente de la
distancia filogenética entre ellas y las cepas inhibidas. Por lo tanto, los
mecanismos de inhibicion de estas Pseudomonas se pueden considerar de amplio

espectro de accion.
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Apéndice 1. Filogenia con secuencias de referencia

#

Filogenia de los diferentes grupos taxondmicos caracterizados en las cepas aisladas en este estudio. Cada
una de las ramas colapsadas contiene cepas de referencia que sustentan la pertenencia de las cepas
caracterizadas a sus grupos taxonémicos. A continuacién se muestran a detalle cada una de las ramas.
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I.VI Rama de Micrococcus
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