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B RESUMEN

Los microorganismos han logrado establecerse en una gran cantidad de ambientes, en
donde son responsables de distintos procesos biogeoquimicos. Gran parte de la manera
en la que se encuentran distribuidos se debe a las condiciones ambientales del ecosistema,
pero su presencia también es el resultado de la interaccién con otros microorganismos.
Asimismo, presentan una gran capacidad de resistencia y adaptacion a condiciones
extremas, asi como a la perturbacion antropogénica. En Cuatro Ciénegas Coahuila, México,
la sobreexplotacién del agua ha causado un gran deterioro en las pozas, lo cual
seguramente tendra efectos en todos los organismos que habitan ahi. Esta degradacion
ambiental progresiva nos ha llevado a estudiar el efecto de esta perturbacién en las
interacciones a nivel linaje. Por ello este estudio tiene como objetivo caracterizar el tipo de
interaccion ecolégica entre Vibrio cholerae y dos especies de Pseudomonas (P. otitidis y P.
mosselii) en funcion de la salinidad, asi como determinar si la sucesién observada podria
estar dada por la capacidad de consumir diversos compuestos, permitiéndoles cambiar su
nicho potencial. Se realizé un tamizaje a partir de una coleccion me proporcionaron 17
cepas debidamente identificadas a nivel genémico como V. cholerae, P. otitidis y P.
mosselii. Posteriormente se realizé una filogenia de maxima verosimilitud para las cepas de
Pseudomonas (P. otitidis y P. mosselii), con marcadores moleculares concatenados (uracil
149, rpoA, trpB, gyrA, recA, lysR, mutL, aroE) y se encontrd que las cepas de P. otitidis son
genéticamente cercanas, mientras que, las cepas de P. mosselii son diferentes. Después
se realizaron pruebas de cinética de crecimiento para cada cepa, donde se obtuvo que las
cepas de P. mosselii tienen un crecimiento mas rapido, las cepas de P. otitidis tienen un
crecimiento lento en comparacion con P. mosselii y V. cholerae tiene un crecimiento muy
lento. En seguida se realizaron pruebas de metabolismo en microplacas para cada cepa,
utilizando el kit de GEN Il Microplate, y se encontr6é que V. cholerae y algunas cepas de P.
mosselii tienen preferencia por compuestos como azucares y alcoholes, mientras que el
resto de las cepas de P. mosselii y todas las de P. otitidis prefieren aminoacidos, acidos
carboxilicos, ésteres. Finalmente se realizaron ensayos de interaccion en medio sélido,
entre las cepas de V. cholerae con las cepas de Pseudomonas, y se obtuvo que la
interaccion que mas predomind fue el amensalismo, seguida de la depredacion y el
comensalismo. De esta manera, se encontr6 que la salinidad no fue un factor que haya
propiciado la extincion de Pseudomonas, ya que eventualmente nunca coexistieron porque
su nicho fue desplazado a raiz de la perturbacién antropogénica, ademas de que pudo
haber un intercambio de alimento entre V. cholerae con la comunidad microbiana
sobreviviente permitiéndole de esta manera mantenerse en el ambiente.



B Introduccion

B Dominio Bacteria

O Generalidades e Importancia Ecoldgica

Los microorganismos han existido en el planeta desde el origen de la vida y con el paso del
tiempo han logrado diversificarse y establecerse en todos sus distintos ambientes, desde el
suelo, mar, rios, lagos y glaciares hasta ventilas hidrotermales y sitios oligotréficos e
hipersalinos, donde coexisten equilibradamente (Palacios et al., 2011). Gracias a su
diversidad y plasticidad metabdlica, los microorganismos forman la columna vertebral de
practicamente todos los ecosistemas conocidos (Jousset, 2011), ya que son los principales
responsables del funcionamiento de muchos de los ciclos biogeoquimicos esenciales para
perpetuar la vida. Tal es el caso del ciclo del nitrdgeno y el ciclo del carbono (Corrales et
al.,, 2015), con lo que existieron y existen las condiciones propicias para la evolucion y
proliferacién de organismos multicelulares (Gibbons & Gilbert, 2015). Las bacterias, son
organismos procariotas unicelulares (Imagen 1-A), carecen de nudcleo, sin embargo
presentan un cromosoma circular que contiene su material genético (ADN). También
pueden tener plasmidos que son elementos de ADN extracromosémico que se replican de
manera auténoma (Loeza-Lara et al., 2004). La pared celular esta compuesta por
peptidoglicano, y presentan estructuras externas a la pared celular, por ejemplo, un flagelo
que les permite desplazarse y/o pili como estructuras sensoriales (Madigan et al., 2015).
Las bacterias se clasifican de acuerdo a distintas caracteristicas como la forma (Imagen 1-
B), el requerimiento de oxigeno, nutricion y composicién de su pared celular (Biology Online
Dictionary, 2021), entre otros; siendo asi, el grupo de microorganismos con mayor
diversidad de especies en el mundo. Se estima que existen 10 billones de especies
(Ogunseitan, 2016), de las cuales se conocen hasta ahora aproximadamente 45 mil

especies (Montafio et al., 2010). Las bacterias presentan una gran variedad de estrategias
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para la conversion de energia, por ejemplo: la fermentacion y la respiracion aerobia-
anaerobia (Varela & Grotiuz, 2008), también hacen uso de un amplio rango de sustratos y
vias metabdlicas especializadas para el aprovechamiento de su entorno (Horner-Devine et
al. 2003). Adicionalmente las bacterias cuentan con un gran potencial para dispersarse a
través de la atmdosfera y el agua debido a su diminuto tamafio. Algunas especies pueden
formar estructuras de resistencia como esporas y biopeliculas que les permiten sobrevivir
ante una amplia gama de ambientes extremos y sobrellevar el estrés ambiental en
ambientes cambiantes (Jacques et al., 2010; Smith & Schuster, 2019). Ademas la
capacidad de transferir genes de manera horizontal les permite acelerar su respuesta
adaptativa, introduciendo nuevas adaptaciones en forma de genes Unicos, cassettes de
expresion y plasmidos a la poza génica entre las que se encuentran la resistencia a
multiples antibibticos, tolerancia a metales pesados y uso de compuestos nutritivos atipicos

para la especie, entre otros (Horner-Devine et al., 2003).

A) B) [ cocos Otros
AR e o o n. P
Pared celular
. Coco Diplococo (er?églgflﬁ:go) Estafilococo Vibrio
—~Membrana
plasmatica
§GES D 3 m AN )
———ADN Estreptococo Sarcina Tétrada Espirilo nglﬁ:’g:gal
Ribosomas
Pili
Plasmido @
Flagelo Espiroqueta
—\ Cocobacilo Bacilo Diplobacilo
w

Filamento
Estreptobacilo Empalizada

Imagen 1. A) Representacion de una célula bacteriana con sus diferentes componentes. B) Diferentes

morfologias de las bacterias. Modificadas en BioRender.com

11



O Importancia econdémica para el humano

A través de los afos, los cientificos han logrado grandes progresos en el estudio de los
microorganismos, tanto patdogenos como benéficos, desarrollando multiples aplicaciones
para mejorar el bienestar humano, especialmente en el sector salud. Por ejemplo, el
conocimiento de las bacterias y sus metabolitos, ha impulsado la produccion de antibiéticos,
enzimas y productos como la insulina y otras proteinas de importancia médica (Gonzalez,
2011). En contraparte, la resistencia a los antibiéticos ha causado un impacto negativo en
la economia global, esto debido a un deficiente control regulatorio en el consumo de los
mismos (Gonzéalez-Mendoza et al., 2019). En el &mbito de la salud los efectos son: mayores
costos de tratamiento y mayor tiempo de estancia hospitalaria, lo que conlleva un
incremento significativo de gastos médicos (Ponce de Ledn-Rosales et al., 2015). También
el uso desmesurado de antibiéticos de la ganaderia y la agricultura, ha impactado de tal
manera que grandes cantidades de antibioéticos liberadas al medio ambiente, lo cual genera
una presioén selectiva a favor de los microorganismos resistentes (Gonzalez-Mendoza et al.,

2019).

Ademas de estudiar los microorganismos como fabricas de moléculas, la microbiologia ha
ampliado el entendimiento de la importante funcién que desempefian los microorganismos
en la agricultura y la alimentacion (Madigan et al., 2015). Por ejemplo, la agricultura se
beneficia del ciclaje de nutrientes que llevan a cabo microorganismos fijadores de nitrdgeno,
disminuyendo o inclusive eliminando la necesidad de la continua aplicacion de fertilizantes
costosos y contaminantes (Pedraza et al., 2010). La industria de los lacteos depende de la
actividad de los microorganismos para producir acidos fundamentales caracteristicos de
productos como quesos, yogur, mantequilla, salchichas y encurtidos (Quintero, 2018). Sin
embargo los agentes patdgenos presentes en los alimentos contaminados tienen un alto

impacto socioeconémico por sus efectos negativos en la salud de los humanos, causando
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de esta manera una gran cantidad de enfermedades infecciosas. (Garcia-Arenal, 2012). El
consumo de productos agricolas contaminados por bacterias patégenas ocasiona severas
pérdidas economicas, entre las que se incluyen, el pago de indemnizaciones a los
consumidores por toxicidad bacteriana y pérdida total del producto y en el mercado
internacional, el cierre de fronteras a la comercializaciéon de estos productos (Cortés-
Higareda et al., 2021). Por ejemplo, el Departamento de Agricultura de Estados Unidos
(USDA, por sus siglas en inglés) reporté que para el 2018 tuvieron una carga econémica
de aproximadamente $17,600 millones de délares debido a enfermedades transmitidas por
los alimentos, a causa de diversos patdgenos entre ellos Vibrio, Salmonella, Campylobacter

y Yersinia, entre otros. (USDA-ERS, 2022).

Recientemente, otra aplicacion de suma importancia de los microorganismos es la
biorremediacién, ya que muchos son capaces de biodegradar petréleo, disolventes,

plaguicidas y otros contaminantes que afectan al medio ambiente (Covarrubias et al., 2015).

B Interacciones Microbianas

O Definicién e importancia

Los patrones observables de distribucion de los microorganismos son resultado de las
condiciones ambientales, como la temperatura, salinidad, nutrientes, luz, humedad, pH,
oxigeno, etc., que corresponden a los factores abibticos (Calixto et al., 2012) y a su
respuesta adaptativa ante ellos. Sin embargo, igualmente importante es la dinamica de los
factores biodticos a manera de interacciones entre los miembros de las comunidades
microbianas (Widder et al., 2016). Las interacciones microbianas son medios esenciales
para alcanzar un establecimiento y una permanencia exitosa en una comunidad microbiana

estable (Mesquita et al., 2016). Esto se logra mediante la comunicacion molecular basada
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en el censo poblacional, es decir con quienes y con cuantos coexisten y diversos aspectos
de la competencia inter e intra-especifica, como son, ataque, la defensa y la cooperacion,
jugando todo en conjunto un papel importante en la evolucion de las especies mas alla de
sélo las condiciones ambientales (Freilich et al., 2010). La exposicion a moléculas de la
percepcion del cuérum (quorum sensing), como la acil-homoserina lactona (AHL) en
bacterias Gram-negativas y péptidos autoinductores (AIP) en bacterias Gram-positivas
(Waters & Bassler, 2005) promueve la comunicacion entre bacterias. Este fenémeno de
comunicacion se ilustra en la bacteria Allivibrio fischeri simbionte del calamar Eupyrmna
scolopes, donde A. fischeri produce bioluminiscencia pero, Unicamente al alcanzar un
determinado tamafio poblacional, el cual esta en funcién de la concentraciéon de AHL
percibida en el ambiente. La bioluminiscencia es util para diversos aspectos del estilo de

vida del calamar (Leyton et al, 2008).

Adicionalmente las interacciones mediadas por la percepcion del cuérum juegan un papel
en la patogenicidad de bacterias como Vibrio cholerae (Hammer & Bassler, 2003), asi como
la adquisicion de resistencia mediante la transferencia horizontal de informacién genética
(Wintersdorff et al., 2016), esto resalta la importancia de su estudio para el tratamiento y
control de enfermedades (Mesquita et al., 2016). Por otro lado el ataque y la defensa se
pueden incluir en el término de competencia, el cual corresponde a una batalla constante
por recursos. Esta también tienen mecanismos especificos; entre los que destacan, la
produccién de antimicrobianos, la depredacion, tasa de crecimiento rapido, colonizacion de
nuevos nichos, afectacion a la motilidad y la interrupcién de la percepcion del cuérum

(Hibbing et al., 2010).
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O Tipos de interacciones

El nimero y tipo de interacciones en determinado ambiente dependen de la composicion
(especies presentes) y estructura (abundancias relativas de la especies) de las
comunidades, asi como de la disponibilidad de nutrientes en el ecosistema, su estabilidad
y otras condiciones ambientales (Madigan et al., 2015), tales como la temperatura, salinidad

(Cruz-Leyva et al. 2015), y pH (Gutierrez, 2018).

A grandes rasgos las interacciones microbianas se dividen en tres tipos; positivas,
negativas y neutras (Faust & Raes, 2012). Esta categorizacion se realiza con base en la
amplia cantidad de interacciones que se llevan a cabo en las comunidades microbianas, ya
gue al coexistir una gran diversidad de géneros y especies de bacterias. Las interacciones
tienen un efecto sobre los interactores produciendo asi fenotipos de distinta indole (Aguilar,
2018); aunque a veces no podemos facilmente clasificar las interacciones como paositivas,
negativas y neutras, debido a la complejidad del estudio de los microorganismos y sus
comunidades. Los fenotipos que produce cada interaccién van desde un impacto positivo,
donde resaltan ejemplos de mutualismo, a un impacto negativo, como el que se da cuando
existe competencia, o pueden incluso no tener impacto sobre alguna de las bacterias

involucradas (Lidicker, 1979).

Las interacciones positivas también conocidas como mutualismo son aquellas donde
ambos microorganismos son beneficiados, es decir la coexistencia de las dos partes resulta
en una adecuacion mayor para ambas de la que presentarian por separado (Zabrodskii,
2019). Un ejemplo de interaccién positiva es el mutualismo entre el hongo Rhizopus
microsporus y la bacteria del género Burkholderia como endosimbionte, que provee la

capacidad de esporulacion y toxinas necesarias para la infecciéon vegetal a Rhizopus y a
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cambio Rhizopus provee refugio, proteccion y nutrientes a Burkholderia, asegurando el ciclo

de vida de ambos (Partida et al. 2007).

Las interacciones negativas se dividen en dos: parasitismo y antagonismo. En una
interaccion parasitica un microorganismo huespéd, sobrevive a expensas de su hospedero
sin proveer un beneficio a cambio, donde cabe resaltar que no es necesario causarle la
muerte al hospedero (Zabrodskii, 2019). Como ejemplo tenemos a diversas especies
patdgenas de humanos del género Salmonella que generan diferentes infecciones sin
necesidad de ocasionar la muerte, las cuales van desde problemas gastrointestinales hasta
fiebre tifoidea por consumir alimentos contaminados (Hensel, 2004). Por su parte el
antagonismo, es una competencia activa que puede dar como resultado un retraso o
supresion completa del desarrollo de microorganismos de una especie en favor de otra o
inclusive su opresion mutua (Zabrodskii, 2019). Un ejemplo de antagonismo es el
observado por Pérez et al. (2013), entre cepas de Bacillus, de Staphylococus y
actinobacterias que se encontraban en cinco sitios diferentes de la Laguna Intermedia de
Churince en Cuatro Ciénegas, Coahuila, México, donde cepas de Bacillus producian una
bacteriocina inhibitoria del crecimiento de los otros grupos bacterianos en un determinado

espacio.

Finalmente las interacciones neutras se dividen en dos tipos: neutralismo y comensalismo.
El neutralismo ocurre cuando microorganismos que coexisten no se afectan entre si (Begon
et al., 2006). Como ejemplo tenemos especies anaerobias de los géneros Bacteroides,
Eubacterium, Bifidobacterium, etcétera, en la microbiota del sistema digestivo humano, las
cuales cohabitan el intestino sin competir, ni favorecerse (Guarner & Malagelada, 2003).
Por otro lado en el comensalismo un microorganismo se alimenta o sobrevive gracias a
algun aspecto de la biologia de otro pero sin causarle un dafio (Zabrodskii, 2019). Un

ejemplo notable es la dinamica de uso consecutivo y aprovechamiento de residuos
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metabdlicos en tapetes microbianos, donde los miembros metandgenos de estas
comunidades producen metano, el cual es posteriormente oxidado por metandtrofos, asi
como los reductores de sulfato producen sulfuro, que a su vez es oxidado por una gran

variedad de organismos (Canfield et al., 2005).

O Estudio de las interacciones microbianas

Las interacciones microbianas se pueden estudiar de manera directa e indirecta. La manera
indirecta comprende el uso de modelos matematicos como redes, co-ocurrencias y
modelos dinamicos (Faust & Raes, 2012). Por ejemplo esté el articulo de Berry y Widder,
(2014), donde los autores utilizaron modelos de redes de co-ocurrencia y simulacion de la
dinamica de comunidades microbianas mediante la funcion Lotka-Volterra. Con ello
encontraron que si es posible hallar diversas interacciones positivas y negativas, bajo
ciertas condiciones, como filtrando especies poco frecuentes, secuenciando las
comunidades microbianas a gran profundidad, incluyendo una gran cantidad de muestras,
etcétera. Sin embargo, los autores afladen que algunos pardmetros ecoldgicos como
muestras de ambientes diferentes, baja riqueza de especies y parametros no ecoldgicos
como los primers que se eligen para secuenciar. Esto representa un sesgo posiblemente
por, la presencia de genes ARNr en los microorganismos cuyos genomas contienen varias
copias de genes que pueden tener copias no idénticas, lo que puede modificar la
interpretacion e inferencia de las redes; por lo que este tipo de modelos sigue siendo una
aproximacion que intenta lidiar con la complejidad de las dindmicas comunitarias. Aun
cuando estos meétodos indirectos de redes y modelamiento de comunidades son
sumamente nuevos, debido a que hace aproximadamente 15 afios salieron las nuevas
tecnologias de secuenciacion (Raes et al., 2007 & Rubio et al., 2020), son utiles para el

estudio de comunidades microbianas.
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Algunas de sus limitaciones de estos modelos moleculares se deben a que sus resultados
se basan en inferencias, presentando desventajas, ya que solo revelan interacciones
mutualistas (positivas) y competitivas (negativas). También presentan sesgos en las
medidas de similitud y en cuanto a la eleccion de modelos nulos apropiados. Su
interpretacion no es sencilla, y las conclusiones deben extraerse con mucho cuidado para
evitar errores en la informacion. Por ejemplo, se pueden confundir las interacciones
ecologicas con otros procesos como la alimentacion cruzada o la superposicion de nicho,
por lo que se tendrian que considerar andlisis metabdlicos, para explicar dichos procesos
(Faust & Raes, 2012). En general, el estudio indirecto de las interacciones microbianas,
sacrifica precision y detalle, en favor del manejo y procesamiento de grandes volumenes

de informacion.

La manera directa de estudiar las interacciones microbianas es con ensayos
experimentales, que aunque restringe su estudio a pocas cepas de organismos cultivables,
provee una mayor precision que los métodos indirectos. En estos ensayos es posible no
s6lo catalogar el tipo de interaccidn, sino también medir su magnitud en términos de area o
velocidad de crecimiento. Esta metodologia se basa principalmente en ensayos de
interaccion en medio sélido, pudiendo suplementarlos con curvas de crecimiento y
determinacion de potencial metabdlico para conocer mejor la ecologia y preferencias de los
competidores. Estos estudios pueden explicar la ecologia de los microorganismos. Por
ejemplo en el estudio de Vélez y colaboradores (2018), utilizaron estos ensayos con
pruebas metabdlicas para esclarecer que las variaciones de nutrientes en un ambiente
oligotréfico suelen ser perjudiciales para las interacciones entre hongos y bacterias.
También estas pruebas apoyan al sector de la medicina para la creacién de antibiéticos; tal
es el caso del estudio de Netzker et al., (2018), donde se menciona que los ensayos de

interaccion han ayudado con éxito al aislamiento de metabolitos secundarios de interés para
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la industria farmacéutica generando asi nuevos compuestos bioactivos como los
antibioticos. También existen implicaciones bioquimicas porque proporcionan informacion
sobre la funcién natural de las moléculas producidas y la regulacién de su formacion. Por
otro lado, en el estudio de Moreno y colaboradores (2017) se realizaron experimentos de
interaccion entre cepas del género Aeromonas y Vibrio en cajas petri y medio marino sélido,
donde midieron el area de ambas cuando se encontraban en co-cultivo, asi como cuando
se encontraban en su respectivo control, y observaron diferencias de crecimiento entre las

que competian y sus controles.

Esta metodologia de interaccion en cultivo, es actualmente un procedimiento estandar para
investigar de manera experimental las interacciones microbianas (Moreno, 2017;
Hernandez, 2019). Con ello se tiene la ventaja a diferencia de los métodos indirectos, que
los experimentos de cocultivo crean una comunidad artificial en un entorno controlado vy,
por lo tanto, se pueden manipular para que proporcionen las condiciones ambientales
similares e ideales para falsear conceptos ecolégicos relacionados con la estabilidad y la
dinamica de la comunidad a un mayor detalle (Faust & Raes, 2012). El desarrollo y
adaptacion de herramientas y métodos que incluyen los ensayos in vitro e in situ siguen
siendo muy necesarios para lograr una mejor comprensiébn de las interacciones
microbianas, particularmente para ecosistemas Unicos en peligro de extincion (Mesquita, et

al., 2016).

O Consecuencias del impacto humano en las interacciones sobre el

ecosistema

Actualmente las actividades humanas estan impactando el clima de la Tierra a un ritmo sin
precedentes. El calentamiento global, la contaminacién y la sobreexplotacién de recursos

naturales estan aumentando con una gran intensidad, alterando los ambientes y con ello la
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frecuencia, la periodicidad, la direcciébn y la magnitud de las interacciones bidticas,
propiciando el colapso de comunidades enteras (Romero et al., 2018). Debido a sus cortos
tiempos de generacion y alta diversidad, las comunidades microbianas se encuentran entre
los primeros en responder a los cambios ambientales, entre ellos estan las perturbaciones
antropogénicas (Hunt & Ward, 2015). Por ejemplo, esto afecta a los microogranismos de tal
manera que sufren una reduccién en la diversidad de especies, presentan una mayor
heterotrofia y aumenta el nUmero de microorganismos potencialmente virulentos y toxicos

en la comunidad (Labbate et al., 2016).

Uno de los principales problemas de origen antropogénico a nivel mundial es la
sobreexplotacion del agua, que hoy en dia esta llevando al agotamiento de las reservas
subterraneas (Garcia-Ulloa, 2020). Esto ocurre ya que el agua subterranea se explota
extensivamente, cada vez mas a tasas que exceden la recarga de los rios durante periodos
de tiempo mas largos y en areas mas grandes, lo que lleva a caidas sustanciales y
persistentes en los niveles de agua subterranea y bajas en su almacenamiento (De Graaf
et al., 2019). El agotamiento excesivo de las aguas subterraneas afecta a las principales
regiones del norte de Africa, Oriente Medio, Asia meridional y central, el norte de China,
América del Norte y Australia, asi como areas particulares en todo el mundo (Konikow &
Kendy, 2005). Entre los ecosistemas mas afectados estan los encontrados en las regiones
aridas ya que son especialmente susceptibles a esta perturbacion debido a la alta tasa de
evaporacion y baja precipitacion anual naturales. Aunado a esto las actividades agricolas
generan desertificacion y el aumento de salinizacién de la tierra, desequilibrando a
comunidades y poblaciones de microorganismos presentes en las zonas aridas (Cui &
Shao, 2005). En México uno de los lugares mas interesantes en términos de diversidad
microbiana asi como uno de los afectados por la sobreexplotacion del agua es el valle de

Cuatro Ciénegas en el estado de Coahuila (Souza et al. 2018).
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B Cuatro Ciénegas, Coahuila.

O Descripcion del sitio
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Imagen 2. Mapa de la Area de Proteccion de Flora y Fauna Cuatro Ciénegas (Pérez-Ortega, 2020).

La cuenca de Cuatro Ciénegas (Imagen 2) estd localizada en el norte de México, en el
estado de Coahuila, con una extension de aproximadamente 84 mil hectareas (SEMAR,
2018), a una altitud promedio de 735 m.s.n.m. El clima, segun la clasificacion de Képpen-
Geiger es (BSh), corresponde a un clima seco, semicalido, con lluvias escasas todo el afio
con mayor abundancia en verano (CONABIO, 2017), la precipitacién media anual es de 221
mm (Garcia y Lépez, 2017). Este sitio se caracteriza por sus diversos ambientes acuaticos
como humedales, manantiales, canales, rios, lagos, estanques y corrientes subterraneas.
Estos generalmente poseen aguas duras, denominadas asi porque presentan una gran

cantidad de sales de calcio y magnesio con sodio, potasio, sulfatos, carbonatos y cloruros
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(Souza et al., 2004). Esta cuenca esta rodeada de montafias que se elevan a mas de 2500
metros de altura (Souza et al., 2012), las cuales forman parte de un conjunto de cinco
sierras: Sierra de la Madera, Sierra Menchaca, Sierra de la Purisima, Sierra de San Marcos
y Sierra de la Fragua (Johannesson, 2004). En sus sistemas acuaticos, habita una gran
diversidad de microorganismos principalmente bacterias, arqueas, virus y hongos (Souza,
et.al., 2006; Escalante et al., 2008; Villedas, 2018), haciéndolo un sitio de alto interés
cientifico ya que ademés conserva condiciones similares a las del Cambrico temprano
(Souza, et al.,, 2004). Dentro de esta localidad se han realizado una gran cantidad de
estudios sobre ecologia y evolucién microbiana, incluyendo la caracterizacion de especies
bacterianas nuevas, presentes en las pozas de agua (Cerritos et al., 2008; Escalante et al.,
2009; Garcia-Ulloa et al., 2019), hasta andlisis taxonémicos y funcionales de comunidades
mediante técnicas metagendmicas, (Breitbart et al. 2008; Peimbert et al., 2012; De Anda et

al., 2018).
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Imagen 3. Reconstruccion del Sistema Churince que se encontraba al poniente de la cuenca de Cuatro
Ciénegas (Pisanty et al., 2019).

Dentro de la cuenca de Cuatro Ciénegas, hay siete principales sistemas hidrograficos
Becerra, Rio Mesquites, Rio Puente Chiquito, Tio Candido, Santa Tecla, Rio Salado de los
Nadadores y Churince (Minckley, 1969 citado por Hernandez et al., 2017), siendo este
altimo el mas estudiado a la fecha. El sistema Churince (Imagen 3) estd compuesto por
cuatro cuerpos de agua interconectados: Poza Churince y Poza Bonita como manantiales,
Laguna intermedia, como un lago intermedio y Laguna Grande como el lago terminal o
laguna salada de desecacion, siendo todos estos cuerpos de agua muy diferentes entre si
a nivel fisicoquimico (Escalante, 2008). El inventario de este sitio fue tan extenso y exitoso
gue se logro reconocer al Churince como uno de los sitios mas intensamente estudiados
desde una perspectiva de historia natural documentando en un lapso de méas de una década
sus condiciones ambientales anuales asi como su enorme diversidad microbiana (Souza et

al., 2018).

23



En 2002 comenzd una gran problematica en el uso del agua como consecuencia de los
recientes desarrollos asociados con compairiias lecheras en los valles cercanos. Estas
compaiiias sobreexplotaron el acuifero para irrigar miles de hectareas de cultivo de alfalfa
en el desierto, impactando gravemente los humedales (Souza et al., 2018). A pesar de los
esfuerzos politicos y de conservacion, en la actualidad Cuatro Ciénegas sigue estando
gravemente perturbado, producto de la actividad humana, haciendo que la combinacion del
cambio climéatico, mal uso de la tierra y la sobreexplotacién del agua para el riego de
cosechas insostenibles en el desierto generen la extincion de comunidades que
evolucionaron en un ambiente libre de estas presiones ambientales antropogénicas por

millones de afios (Blois et al., 2013).

O Consecuencias del problema de agua en Churince.

Churince es uno de los lugares mejor estudiados del sistema Cuatro Ciénegas, con una
gran riqueza de especies primordialmente bacterias muy antiguas, a excepcién de sus
manantiales, Churince se sec6 por completo en 2017 (Garcia-Ulloa et al., 2020). A pesar
de que se prometieron diversas restauraciones y se instauraron vedas del acuifero
profundo, éstas nunca se cumplieron de manera precisa y, asociado a esto, comenzaron a
ocurrir eventos de desecacién cada vez mas severos, cambiando asi, los muestreos a lo
largo del tiempo (Ponce-Soto et al., 2015; De Anda et al., 2018; Garcia-Ulloa et al., 2020).
La disminucién del nivel de agua generd un aumento y concentracion de nutrientes y por
ende, la diversidad de bacterias previamente adaptadas a un ambiente hiperoligotréfico fue
disminuyendo (Ponce-Soto et al.,, 2015). Similarmente, el aumento progresivo en la
salinidad y el fraccionamiento de Laguna Intermedia hasta 2015, alter6 la trayectoria
evolutiva de un linaje de Pseudomonas otitidis nativa de Churince, llevandola hasta su
extincion local en 2016 (Garcia-Ulloa et al., 2020). Ademas la perturbacién afect6 no sélo a

nivel de linajes bacterianos, sino que también lo hizo a un nivel de comunidad. Tal es el
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caso de los tapetes microbianos, cuya dinAmica metabdlica se vio alterada y sus

interacciones negativas aumentaron considerablemente (De Anda et al., 2018).

En un estudio de caso realizado por Ponce-Soto et al., (2015) se muestra un ejemplo de
como la actividad humana ha impactado la biodiversidad y la dinamica de la comunidad de
bacterias en Cuatro Ciénegas. Diversas bacterias que suelen ser resistentes a antibidticos
en entornos marinos y terrestres bajos en nutrientes, cuando el medio sufre eutrofizacion
como consecuencia de la extraccién de agua, estas bacterias pierden esa capacidad de
resistencia. En este caso, los autores concluyen que las interacciones interespecificas
negativas en forma de antagonismo eran importantes en el estado oligotrofico de Churince,
mientras que cuando existe eutrofizacion, éstas pierden relevancia. Por otro lado, De Anda
et al., (2018) estudiaron como se pueden ver afectados los tapetes microbianos en
consecuencia de la perturbacién, hallando que la estructura general de la comunidad

microbiana cambié, surgiendo un aumento en las interacciones negativas.

O Importancia del estudio en Churince

Dentro de la gran diversidad de bacterias encontradas en el sistema Churince,
recurrentemente se reportan Gammaproteobacterias, las cuales suelen ser facilmente
cultivables y comprenden algunos de los grupos mas estudiados a nivel genético y
gendmico (Gomez, et.al., 2018). Dentro de las Gammaproteobacterias, dos de los linajes
mas importantes y conocidos debido a su importancia clinica y econémica son

Pseudomonas y Vibrio.

En particular de este grupo de microorganismos, han interesado las especies Pseudomonas
mosselii, P. otitidis y Vibrio cholerae, debido a que V. cholerae sélo fue aislada en
condiciones de perturbacién severa en el afilo 2016. Mientras que ambas Pseudomonas

fueron recuperadas en mayor abundancia en practicamente todos los muestreos de estados
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no perturbados de Churince desde el afio 2003 (Rodriguez-Verdugo et al., 2012) y no fueron
encontradas en 2016, lo cual sugiere un posible desplazamiento entre estos linajes. A su
vez, este estudio es importante también para conocer la dinamica de las especies en
ambientes oligotréficos como Cuatro Ciénegas en donde los efectos antagénicos y
sinérgicos pueden influir significativamente en la estructura y diversidad de la comunidad

de microorganismos (Moreno 2017).

B Pseudomonas

O Generalidades.

El género Pseudomonas se ubica dentro de la familia Pseudomonaceae. Fue descrito por
primera vez en 1894 por Migula y es uno de los géneros bacterianos més diversos con
especies, de las cuales algunas son patégenas de plantas, animales y humanos (Ozen &
Ussery, 2012). Existen aproximadamente 297 especies reconocidas y validamente
publicadas en la Lista de nombres de procariotas (Parte et al., 2020). Numerosas especies
de Pseudomonas han sido aisladas de suelo, compuestos organicos, vegetacion, agua y
aire de todo el mundo desde la Antartida hasta los trépicos, por lo que este género
altamente flexible es catalogado como cosmopolita (Peix et al., 2009). Estas bacterias se
caracterizan por ser aerébicas, Gram negativas, tienen forma de bacilo y son mdviles ya
gue presentan un flagelo. Son mesdfilas capaces de sobrevivir entre 4 a 42 °C utilizando

mas de 100 compuestos distintos como fuente de carbono (Guzmén, 2017).
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O Pseudomonas otitidis

P. otitidis es una especie de bacterias Gram-negativas descrita por primera vez en 2006
por Clark en un aislado clinico en Corea. Esta especie se ha asociado a infecciones oticas
en humanos, y generalmente estd muy relacionada tanto genotipicamente, como

fenotipicamente con P. aeruginosa. (Clark et al., 2006 & Thaller et al., 2010).
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Imagen 4. Arbol que muestra la relacion filogenética de Pseudomonas otitidis con otros miembros

estrechamente relacionados del género Pseudomonas (Clark et al., 2006).

O Pseudomonas mosselii

P. mosselii es una bacteria Gram-negativa descrita por primera vez en 2002 por Dabboussi,
siendo aislada de muestras clinicas, relacionada con la bacteria ambiental P. putida
mediante analisis del gen 16S rRNA (Dabboussi, et.al., 2002). Ambos géneros de
Pseudomonas, al ser cepas que se han encontrado en muestras clinicas asociadas al
humano y a pesar de no tener el mismo grado de patogenicidad que P. aeruginosa, son de
importancia econdmica. Por ejemplo, para la industria farmacéutica pueden producir
melanina como metabolito de P. mosselii, un compuesto con funciones importantes como
agente quelante, anti proliferativa en crecimiento y desarrollo de cancer (Trisha Mary, et.al,

2021). Ademas P. mosselii, tiene la capacidad de producir polihidroxialcanoatos (PHA),
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compuestos que se utilizan ampliamente en la industria, la agricultura y la acuicultura en
los revestimientos de embalaje y papel, como biocombustibles, inhibidores del crecimiento
de patdgenos, vehiculos para la liberacion controlada de herbicidas, también son
biocompatibles y se utilizan ampliamente en biomedicina y farmacoterapia, incluido el
tratamiento de heridas, el reemplazo de valvulas cardiacas, el andamiaje de injertos

vasculares, la cirugia ortopédica y la administracion de farmacos (Liu et al, 2018).
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Imagen 5. Arbol que muestra la relacién filogenética de Pseudomonas mosselii (ATCC BAA-99=CIP 105259)

con otros miembros estrechamente relacionados del género Pseudomonas (Dabboussi et al., 2002).
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B Vibrio

O Generalidades

El género Vibrio estd compuesto por bacilos Gram-negativos aerobios y anaerobios
facultativos, con una forma curva y presentan un flagelo que les permite tener movilidad.
Habitan ambientes marinos y fluviales, sin embargo, su abundancia depende de la
temperatura y de la salinidad del habitat, prefiriendo condiciones entre 5y 35 °C de
temperatura y 1.0-1.5 % de salinidad (Hood & Winter, 1997). Este género cuenta con
aproximadamente 84 especies de las cuales 12 son patdégenas para el humano o han sido

aisladas de muestras clinicas, siendo V. cholerae la mas relevante (Alvarez et al., 2008).

O Vibrio cholerae

Vibrio cholerae es una especie de bacterias Gram-negativas cuyo habitat natural son los
ecosistemas acuaticos aunque algunas cepas de esta especie estan asociadas con
infecciones entéricas graves en humanos como el célera (Faruque et al., 2004). Esta
especie fue descrita por primera vez por Filippo Paccini en 1854 en ltalia y en ese mismo
afio John Snow demostrd que el agua era el principal medio de diseminacién del colera
(Luna, 2006 citado por Castafieda, 2009). V. cholerae suele encontrarse en aguas salobres
y sistemas estuarios principalmente. (Chakraborty et al., 2000). En el ambiente acuatico V.
cholerae ocupa el rol ecolégico de una bacteria heterotréfica tipica siendo responsable en
gran parte de la mineralizacion de la materia organica y el ciclaje de nutrientes (Cole 1999
; Cotner y Biddanda 2002 citado por Cottingham, 2003). Se asocia a una amplia gama de
sustratos biéticos y abidticos donde puede existir en gran abundancia (Almagro y Taylor,

2013).

Gracias a su capacidad de formar biopeliculas, V. cholerae puede sobrevivir largos periodos

de estrés, y cuando las condiciones son idéneas puede causar infecciones en humanos
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(Vezzulli et al., 2010). Dentro de las 200 cepas 0 serogrupos que existen aproximadamente
los O1 y 0139 son de gran importancia médica debido a que son los causantes de la
enfermedad de célera. Sin embargo la mayoria de las otras cepas aisladas de V. cholerae
han resultado no ser patogénicas (Lutz et al., 2013). La enfermedad de coélera es causada
por la expresion de dos factores: i) una enterotoxina, la toxina colérica (CT) la cual es la
responsable de producir la diarrea caracteristica de la enfermedad (Karaolis et al., 1998), y
ii) factor conocido como pilus corregulado por toxinas (TCP) que son organulos superficiales
necesarios para la colonizacion intestinal (Waldor & Mekalanos, 1996). Ambos factores
patogénicos estan codificados por distintos genes. Para el caso del TCP, los genes son
parte de un factor de colonizacion accesorio (TCP-ACF), también conocido como isla de
patogenicidad de Vibrio (VPI) (Farugue & Mekalanos, 2003), para el caso de la enterotoxina
CT, los genes ctxAB provienen del elemento genético CTX que forma parte de un

bacteriéfago filamentoso lisogénico denominado (CTX®) (Faruque et al., 1998).

Los continuos brotes de colera a nivel global desde 1817 asi como la mortalidad que genera
no so6lo en humanos sino en la industria acuicola donde es responsable de pérdidas de
hasta el 100% en estanques de camaronicultura han vuelto a V. cholerae un organismo

ampliamente estudiado (Lutz et al., 2013; Choi et al., citado por Gomez et al., 2018).

Imagen 6. Microscopia electrénica que muestra la morfologia de Vibrio cholerae (Albert M.J., 1994).
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B ;Qué se conoce de Pseudomonas y Vibrio en Churince y Cuatro Ciénegas?

En la cuenca de Cuatro Ciénegas se conocen aproximadamente + 24 tipos de especies de
Pseudomonas (Souza et al., 2012), siendo este género uno de los mas abundantes en el
sitio, mientras de Vibrio se conocen aproximadamente + 6 especies ya que éstas eran muy

raras o incluso ausentes en el sitio (Vazquez-Rosas-Landa et al., 2020).

A la fecha, P. ofitidis y P. mosselii de Churince han sido objeto de estudio de tres
publicaciones. La primera, de Rodriguez et al., (2012), en la cual describieron la diversidad
microbiana que habia a lo largo de las diversas estaciones, encontrando a P. otitidis como
el linaje mas predominante en verano y a P. cuatrociengasensis, linaje nativo de Cuatro
Ciénegas descrito por Escalante et al. (2009), en invierno. Por otra parte, P. mosselii fue
aislado por primera vez en este estudio durante el muestreo de 2004, aunque a la fecha no
ha habido una publicacién centrada en esta especie. La segunda publicacion fue de Avitia
et al., (2014) donde se describe la diversidad genética de P. otitidis y se infiri6 su historia
demogréfica, hallando que este linaje se encontraba en expansion desde 40,000
generaciones antes de su muestreo en 2003, durante el estado natural de Churince previo
a la desecacion antropogénica. El tercer reporte de Garcia-Ulloa et al. (2020), estudio la
historia evolutiva de P. otitidis pasando del estado normal de Laguna Intermedia al estado
perturbado por la desecacidén antropogénica, observando una tendencia a la pérdida de
diversidad genética y fuertes fluctuaciones demogréficas hasta su desaparicion en 2016,
durante el 4to y final evento de desecacion antes de la desaparicion total de Laguna

Intermedia en 2017.

Similarmente en Churince, V. cholerae fue encontrado por primera y Unica vez durante el

4to evento de desecacion de octubre 2016, a pesar del constante esfuerzo de muestreo 2
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veces al afio desde hace mas de una década. El hallazgo fue mencionado por Garcia-Ulloa

et al. (2020) por primera vez, pero a la fecha no se han realizado estudios sobre este linaje.

Se han realizado estudios indirectos de Churince, sobre interacciones de proteobacterias
entre ellas Pseudomonas, ésto con la finalidad de crear redes de interaccion para estudiar
la relacion entre la oligotrofia y el antagonismo (Aguirre-von-Wobeser et al., 2013). El
estudio hallé que casi todas cepas de Pseudomonas eran antagonistas hacia las demas

cepas estrechamente relacionadas y estas interacciones generalmente no son mutuas.

En otro estudio de la cuenca de Cuatro Ciénegas, se compararon genes de virulencia, en
gammaproteobacterias de vida libre, entre ellas, cepas de los clados P. aeruginosa y P.
fluorescens pertenecientes al género Pseudomonas, (Vazquez-Rosas-Landa et al., 2017).
En este reporte se encontré que cepas del clado de P. aeruginosa no presentaban los genes
de generacion de la toxina exoSTUY, la cual esta relacionada con las infecciones. También
se encontraron en ambos clados sistemas de secrecién como; el sistema de secrecion tipo
VI, que provoca la muerte celular entre cepas, generando asi competencia entre ellas
(Diggle & Whiteley, 2019) y también el tipo lll, pero incompleto, el cual es comuln encontrarlo
en cepas patdgenas y controla la inyeccién de proteinas téxicas al huésped (Diggle &
Whiteley, 2019). Ademas localizaron que las cepas de los clados de Pseudomonas en
general mostraron una gran abundancia de sistemas para la resistencia a antibioticos. A si
mismo también encontraron que las cepas de Vibrio no cuentan con los genes ctx, trh y tdh,
los cuales son factores de virulencia, aunque otras cepas si contaban con el gen trx que
codifica para la toxina RTX y el sistema de secrecidon T3SS presente en cepas patdgenas.
Ademds se observo que esta cepa de Vibrio carecia de genes de resistencia a algunos

antibioticos.
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Recientemente se describieron 2 grupos clonales nuevos de P. aeruginosa que no
presentan genes de pioverdina, siendo estos siderdforos importantes factores de virulencia
de este linaje (Garcia-Ulloa et al., 2019). Aunque la diversidad de Pseudomonas aisladas
de Churince es grande (Rodriguez-Verdugo et al., 2012; Avitia et al., 2014), dos de las

especies mas frecuentemente aisladas son P. otitidis y P. mosselii.

Otro estudio reciente de Vazquez-Rosas-Landa et al., (2020) encontr6 que debido a una
perturbacion natural, algunas cepas de la familia Vibrionaceae pertenecientes a la biosfera
rara en el estado normal del sistema, pueden sobrellevar ciclos de hambruna y expandirse
cuando la disponibilidad de fosforo aumenta, lo cual sugiere una preferencia de Vibrio por

ambientes perturbados en Cuatro Ciénegas.

B Justificacion y planteamiento del problema

En el sistema Churince, una gran diversidad de integrantes del género Pseudomonas
fueron aisladas de manera regular desde 2003 hasta 2015 (Rodriguez-Verdugo et al., 2012,
Avitia et al., 2014, Ponce-Soto et al., 2015, Garcia-Ulloa et al., 2019; 2020). Mientras que
V. cholerae fue aislado por primera vez, por casualidad, en la Laguna Intermedia durante el
muestreo de octubre 2016, luego de cuatro eventos de desecacion progresivamente mas
severos, utilizando el mismo medio de cultivo selectivo para Pseudomonas (PIA:
Pseudomonas Isolation Agar). Interesantemente, el hallazgo de V. cholerae coincide con la
desaparicion de Pseudomonas, la cual se vio gravemente afectada luego de las primeras 3

desecaciones (Garcia-Ulloa et al., 2020).

El' hecho de que ambos linajes son generalistas que contienen especies que son patégenas,
son indicadores de perturbacion ambiental (Hernandez, 2006; Nogales et al., 2011), y
crecieron abundantemente en el mismo medio selectivo bajo la misma temperatura de

cultivo, junto con la aparente sucesion de linajes, sugiere que ocupan nichos similares. Ante
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la desaparicion de Pseudomonas, esta investigacién se propone como pregunta ¢ Puede
existir una relacién de antagonismo entre ellos la cual pudo haber favorecido la desaparicion

de Pseudomonas vy la proliferacién de V. cholerae?

De esta manera, en este trabajo se estudié de manera directa la interaccién ecoldgica entre
V. cholerae y 2 especies de Pseudomonas P. otitidis y P. mosselii aisladas en Laguna
Intermedia, mediante ensayos de crecimiento e inhibicion en co-cultivo, bajo condiciones
de salinidad normales (1.4ppt) y de perturbacion (7.1ppt) (Garcia-Ulloa et al., 2019; 2020).
Adicionalmente, se realizaron ensayos de crecimiento en microplacas con distintos
nutrientes asi como curvas de crecimiento para describir y comparar el nicho potencial,
dado por el metabolismo, de cada una de estas especies. Los resultados se evaluaron
dentro de un contexto filogenético. Este estudio es importante para conocer la dindmica de
las especies en ambientes oligotréficos y, particularmente en este caso, el impacto de la
desecacion antropogénica en Cuatro Ciénegas, donde los efectos antagdnicos y sinérgicos
pueden influir significativamente en la estructura y diversidad de las comunidades
microbianas (Pérez-Gutiérrez et al., 2013; Aguirre-von-Wobeser et al., 2014; Ponce-Soto et

al., 2015; Long et al., 2013, citado por Moreno 2017).

B Objetivo general

-Caracterizar el tipo de interaccion ecolégica en funcion de la salinidad entre Vibrio cholerae
y dos especies de Pseudomonas (P. otitidis y P. mosselii), aisladas de Laguna Intermedia
del sistema Churince, asi como determinar si la sucesion observada podria estar dada por

la capacidad de consumir diversos compuestos, permitiéndoles cambiar su nicho potencial.
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B Objetivos particulares

-Conocer la relacién filogenética de las cepas de Pseudomonas (P. otitidis y P. mosselii)

antes y después de la perturbacion, mediante marcadores moleculares.

-Evaluar la velocidad de crecimiento de cada cepa de Pseudomonas y Vibrio.

-Describir el nicho potencial de cada cepa de Pseudomonas y Vibrio dada su capacidad de

degradacién de fuentes de carbono y nitrégeno.

-Describir la interaccion entre V. cholerae con P. otitidis y P. mosselli bajo distintas

condiciones de salinidad.

B Metodologia

O Obtencidn de aislados

Los 16 aislados utilizados en este trabajo fueron colectados e identificados a nivel genémico
por la Dra. Ana Elena Escalante Herndndez (P. otitidis de agosto 2003 y P. mosselii de
enero 2004), el Bi6l. Manuel Garcia Ulloa Gamiz (P. otitidis y P. mosselii de octubre 2015)
y la Bidl. Liliana Rodriguez Garcia (V. cholerae de octubre 2016). Los aislados se crecieron
en medio PIA solido (Apéndice) durante 24 horas a 32°C, se almacenaron en glicerol al
50% y posteriormente fueron congelados. Me fueron proporcionados los aislados por la Dra.

Valeria Souza, para llevar a cabo todos los analisis de este proyecto.

O Filogenia de maxima verosimilitud

La filogenia de méaxima verosimilitud se llevé a cabo utilizando los marcadores moleculares
concatenados (uracil 149, rpoA, trpB, gyrA, recA, lysR, mutL, aroE) proporcionados por el
Bi6l. Manuel Garcia Ulloa Gamiz, dando una secuencia de 10,051 pb de longitud. Las

secuencias son propiedad del Laboratorio de Ecologia Molecular y Experimental, del
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Instituto de Ecologia, UNAM y se obtuvieron de los genomas de cada una de las cepas de
P. otitidis, P.mosselii y V. cholerae. Sélo las secuencias de P. otitidis son publicas en NCBI
con numero de accesion: GCF_011319865.1, mientras que las de P. mosseliiy V. cholerae
aun no son publicas. Se alinearon las secuencias por separado, con el programa ClustalW
y fueron concatenadas con un script en Phtyon. Posteriormente se obtuvo el mejor modelo
evolutivo de los marcadores concatenados con jModelTest2. Finalmente se construy6 una
filogenia de maxima verosimilitud con el programa PHYML (GuindoN et al., 2009). Para
obtener el soporte estadistico, se realizaron 1000 bootstraps. La visualizacion de la filogenia

se hizo con FigTree (Rambaut, 2012).

O Cinética microbiana

Para evaluar la cinética de crecimiento de cada cepa de Vibrio y Pseudomonas,
primeramente las cepas fueron sembradas en medio sélido LB e incubadas a 30 °C por 24
h. De igual manera fue preparado medio marino (apéndice) liquido con las condiciones ya
establecidas anteriormente, donde la salinidad fue la variable que se modifico; uno se ajusté
a una concentracion de 1.4 ppt (partes por mil) y otro a 7.1 ppt (partes por mil), significando
gue por cada mil partes de agua, estan presentes respectivamente 1.4y 7.1 partes de soluto
(sal), esto es de acuerdo a las condiciones de Churince reportadas por Garcia-Ulloa et al.
(2020). Se utilizaron tubos de vidrio estériles con 6 ml de medio marino. En cada tubo de
vidrio se coloc6 una asada de cada cepa y su densidad 6ptica (DO) a 600 nm (DO600) se
ajusté a 0.7. Se realizaron mediciones consecutivas de DO600 en el espectrofotometro
durante cada hora, hasta completar un total de 26 horas. Cada curva de crecimiento se
realizé por triplicado. Las mediciones fueron analizadas con el software Excel para obtener
unas graficas de cinética donde se comparan dos variables, la concentracion con el tiempo

y asi poder observar las diferentes fases de crecimiento de cada una de las cepas.
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Para el analisis estadistico se realizaron pruebas de permutacion CGGC (Compare Groups
of Growth Curves) y con el software CGGC (Elso et al. 2004; Baldwin et al. 2007), utilizando
un soporte de 1000 permutaciones. Este analisis se llevo a cabo para evaluar las diferencias

entre grupos de las curvas de crecimiento.

O Pruebas de metabolismo en microplacas

Para describir el metabolismo de cada cepa de Vibrio y Pseudomonas se utilizé el kit de
Gen Ill MicroPlate (Biolog, 2016). El kit consta de una microplaca de 94 pozos de pruebas
fenotipicas que contienen: i) 71 ensayos de utilizacion de carbono, como azlcares,
hexosas, aminoé&cidos, acidos hexosas, &cidos carboxilicos, ésteres, acidos grasos y ii) 23
ensayos de sensibilidad quimica, como distintos pH, diferentes concentraciones de sales
(NaCl), acido lactico, colorantes redox, acidos y antibidticos (Apéndice). Para inocular el
microorganismo asi como, el mismo kit tiene una solucién IF-A para la gran mayoria de las
bacterias y una solucién IF-B para bacterias fuertemente reductoras y encapsuladas
(Biolog, 2016). Cada una de las cepas fue sembrada en medio Luria Broth (LB (apéndice))
sélido e incubado 30°C durante 72 hrs. Los in6culos se prepararon con la solucion IF-A
para las cepas (90T, 100T, 120T, 130T, 150T, 340T, 350T, 360T, 410T, 25M, 24M,
22M) y la solucién IF-B para las cepas (3M, 4M Y 7V). Posteriormente la densidad 6ptica
de los in6culos fue ajustada a una DO600 de 0.02 para todos los in6culos. Finalmente se
realizé la siembra de cada in6culo en cada placa, para esto fueron colocados 100 uL en
cada pozo de la microplaca hasta completar todos los 96 pozos. Ya terminadas las 15
microplacas se incubaron a 33°C durante 24 horas. Seguido del tiempo de incubacion
fueron revisadas para ver si los pozos habian cambiado de color, significando esto la

degradacion de cada compuesto, después fueron comparadas y fotografiadas.
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Para los andlisis estadisticos se realizé una matriz de distancia UPGMA (Unweighted Pair
Group Method using Arithmetic averages) calculada con base en el crecimiento (o ausencia
del mismo) de las cepas en las microplacas con el software DendroUPGMA utilizando el
método de correlacion de Pearson y un soporte estadistico de 100 Bootstraps, esto con el
propésito de relacionar las cepas que son mas cercanas entre si de acuerdo a su perfil
metabdlico. Posteriormente, se realizdé un analisis de componentes principales (PCA, por
sus siglas en inglés) con el software R-Studio para observar la distribucién de las cepas de
acuerdo a su metabolismo. Finalmente se realizé una grafica de barras con el software
Excel, para visualizar el desglose del tipo de compuestos preferidos por cada una de las

cepas.

O Ensayos de interaccion en medios sdlidos

Se cultivaron los aislados de todas las especies en medio LB sdlido a 30°C por 24 horas
para obtener la biomasa para los inéculos iniciales para los ensayos de interacciones. Se
tomé una asada para cada cepa de las bacterias y cada muestra fue colocada dentro de un
tubo eppendorf con 1000 uL de solucidn salina estéril (10%), las cuales se llevaron al vértex
para homogeneizar y se midieron sus DO600nm. Cada tubo se ajustd a una DOG600 inicial

de 0.7 (Moreno, 2017).

Para asemejar las condiciones ambientales de Churince, se prepararon cajas petri con
medio marino sélido con dos distintas salinidades que corresponden al estado normal (1.4
ppt) y perturbado (7.1 ppt) de Laguna Intermedia (Garcia-Ulloa et al., 2020).
Posteriormente, se realizaron los ensayos de interaccién. Para esto en cada caja petri de
medio marino sélido tanto de salinidad baja, como de salinidad alta, se colocé una gota de
5 L de cada inoculo inicial, dejando una distancia de 3 mm entre competidores (Moreno,

2017; Hernandez, 2019). En este caso entre una cepa de Vibrio y Pseudomonas, realizando
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también controles, inoculando las cepas por si solas en una caja. Los ensayos y controles
se llevaron a cabo por triplicado. Se esperd a que se secaran el excedente de los indculos,
para evitar escurrimiento, lo cual generaria error en los resultados. Los in0culos secos se
incubaron a 30 °C durante 8 dias. Se realiz6 un registro fotografico durante los dias 1, 2, 4,
6 y 8 para cada caja de interaccién y de control incubados. Posterior al registro cada
interaccion, asi como sus controles fueron analizados con el software ImageJ, con el
objetivo de medir el &rea de crecimiento de cada una de las cepas y controles durante los

8 dias que se llevo a cabo el experimento.

Para los datos obtenidos se analiz6 la normalidad con la prueba de Shapiro-Wilk. Sin
embargo se obtuvieron pocos datos normales, por lo que se hicieron transformaciones a
logaritmo base 2 y logaritmo base 10, obteniendo de igual manera los mismos datos no
normales (Apéndice). Se determind correr pruebas de medias tanto paramétricas, como no
paramétricas en las comparaciones que implicaron esos datos vs datos normales y hubo
coincidencia entre las pruebas, por lo que los resultados son validos. Posteriormente con el
software IBM SPSS statistics 19, se probé la homocedasticidad, es decir que tanta varianza
poseen los datos, esto se realizé con la prueba de Lavene’s. Dependiendo si el resultado
tenia un valor mayor a 0.05 se realizaban las pruebas paramétricas de T-Student, mientras
gue si el valor era menor a 0.05 se realizaba la prueba de Welch. Por su parte la prueba no

paramétrica se realizé con el test de U-Mann-Whitney. (Apéndice).

Dichas pruebas de diferencias de medias, nos arrojarian si habia o no diferencias
significativas entre el crecimiento promedio de las cepas controles y las cepas en cocultivo,
es decir en las interacciones. Finalmente se generaron boxplots en el programa R-Studio

para observar y comparar las diferencias obtenidas.
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B Resultados

O Relacién filogenética de las cepas de Pseudomonas (P. otitidis y P. mosselii)

Con el objetivo de conocer la relacion filogenética entre las especies de Pseudomonas (P.
otitidis y P. mosselii) antes y después de la perturbacion, se obtuvo una filogenia (Figura
1) en donde se pueden observar las 16 diferentes cepas. Estas estan separadas por
especie, teniendo que las cepas que terminan en (OT) pertenecen a la especie P. otitidis,
mientras que las que terminan en (M) corresponden a P. mosselii. Todas las cepas de P.
otitidis son genéticamente cercanas, y no existe una separacion a nivel filogenético entre
las cepas muestreadas en 2003 (90T, 100T, 120T, 130T, 150T) representadas en color
verde claro y las de 2015 (340T, 350T, 360T, 410T) representadas en color verde intenso.
En tanto, en P. mosselii si se observan diferencias entre las cepas de 2004 (1M, 3M, 4M,
5M) representadas en color naranja y 2015 (25M, 24M, 22M) representadas en color rojo y
mostraron una marcada separacion en dos clados, por un lado se agrupan las cepas de
2004 y por otro lado las de 2015, revelando que no son genéticamente semejantes.
Ademads, las cepas de 2004 se agrupan en dos clados mas pequefios (1M, 3M, 4M Y 5M),

evidenciando también que hay entre ellas diferencias genéticas.

40



)OT
-~ £o7 >340T
ﬂ: >410T
565 0T
1000 —
151  —
436 1207
1000 >350T
_: >360T
1000 4AM
996 — 5M
895 >3M
1000 { g
1000 »25M
320 >24M
=
>Cellvibri
2.0

Figura 1. Filogenia de maxima verosimilitud construida con marcadores moleculares (16S, uracil 149, rpoA,

trpB, gyrA, recA, lysR, mutL, aroE). Arriba de las ramas se muestra el soporte estadistico obtenido mediante

1000 bootstraps. Debajo de la filogenia se muestra la escala segin el niUmero de sustituciones por longitud

dada. Las cepas que terminan con el sufijo (OT) sefialan a P. otitidis y las que terminan con el sufijo (M) a P.

mosselii. Las cepas (OT) de color verde claro corresponden al muestreo de 2003 y las de color verde intenso al

muestreo de 2015. Las cepas (M) de color naranja corresponden al muestreo de 2004 y las de color rojo al

muestreo de 2015. La barra debajo del arbol representa la longitud de las ramas. Las cepas ya habian sido

identificadas en trabajos previos con sus cepas de referencia en figura 8 y 9 (Apéndice).
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O Velocidad de crecimiento de cada cepa de Pseudomonas y Vibrio

Con el objetivo de evaluar la velocidad de crecimiento de cada cepa de Pseudomonas y
Vibrio analizamos la cinética de crecimiento. En la Figura 2 se observan las distintas
cinéticas microbianas correspondientes a cada cepa de las especies P. mosselii, P. otitidis
y V. cholerae, en ellas se pueden observar las diferentes fases del crecimiento microbiano.
La fase de latencia, que corresponde a la etapa donde los microorganismos comienzan la
actividad metabdlica para poder iniciar la multiplicacién celular, tiene una duracién de dos
horas para P. otitidis y V. cholerae (Figura 2-A 'y C) y es variable, y para P. mosselii fue
entre menos de una hora y dos horas (Figura 2-B). Posteriormente, se encuentra la fase
exponencial (también llamada logaritmica), caracterizada por la divisién celular de los
microorganismos a una velocidad constante, generando asi un gran aumento del nimero
total de células viables. En esta fase las tres especies difieren en el tiempo; P. mosselii
(Figura 2-B) presenta la fase exponencial mas corta, sin embargo las cepas 3M, 4M y 5M,
aisladas antes, en el estado normal de Churince, tienen una fase exponencial de 4 horas,
mientras que la de las cepas 22M, 24M y 25M es de seis horas. Entre las P. mosselii, la
cepa 5M es la que alcanzé una notablemente mayor concentracion de células en la muestra.
Por otra parte P. otitidis (Figura 2-A) cuenta con una duracion de la fase exponencial de 12
horas, todas sus cepas con un crecimiento semejante, es decir no se logra diferenciar entre
las cepas del estado normal y el estado perturbado. Por su parte, para V. cholerae (Figura
2-C) solamente se obtuvieron 24 horas de duracién de su fase exponencial, la cual esta
incompleta, debido a que su crecimiento fue considerablemente mas lento que P. mosselii
y P. otitidis. Finalmente se encuentra la fase estacionaria, donde los microorganismos
suspenden su crecimiento, a consecuencia del agotamiento de nutrientes y por la
acumulacién de productos toxicos, y la tasa de mortalidad alcanza un grado similar a la tasa

de duplicacion, por lo que la poblacion se mantiene constante (Varela & Grotiuz, 2006). En
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esta fase, P. mosselii alcanzé su fase estacionaria mas rapido como resultado de su
crecimiento acelerado permaneciendo las Ultimas 18 horas de registro en dicha fase
(Figura 2-B), seguida de P. otitidis que tuvo un crecimiento medianamente rapido
alcanzando a reportar 12 horas de dicha fase (Figura 2-A). Finalmente V. cholerae no logré

alcanzar esa fase estacionaria, ya que su crecimiento fue muy lento (Figura 2-C).

Al comparar si existen diferencias en las curvas de crecimiento dentro de cada grupo (P.
mosselii, P. otitidis y V. cholerae) y entre grupos, se obtuvo que no existen diferencias
significativas dentro de cada grupo, ya que todos los valores de p son mayores a 0.05,
mientras que al comparar entre grupos si existen diferencias significativas, ya que los

valores de p fueron menores a 0.05 (Figura 3)
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Figura 2. Este conjunto de gréficas representa las cinéticas de crecimiento en medio marino liquido, de las
cepas de este estudio. Cinética de crecimiento de P. otitidis (A). Cinética de crecimiento de P. mosselii (B).
Cinética de crecimiento de V. cholerae (C). Cinéticas agrupadas (D (rojo-P.mosselii; verde-P.otitidis; azul-V.

cholerae)).
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V. cholerae P. otitidis, P. mosseliiy V. cholerae

The nember of lines of date processed (excluding the hesding line) = 9 The nusber of lines of data processed (excluding the heading line) « &5
The nusber of enigue growps entered « 3 The number of unigue groups entered = 3
The rember of time points entered « 26 The nusber of time points entered = 26
The nusber of permutations selected « 1000 The nusber of permutations selected = 1000
Groupl Groupl  Stat P.value adi.P.Value
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: w2 VI 0876  0.40¢ 0.786 ¢
I VIE V7 o103 e.393 0.786 2 " v 8. e °
3 or vV 7.18 N N
P. otitidis P. mosselii
The nusber of lines of dats processed (excluding the heading line) = 27 The nusber of lines of data processed (excluding the hesding line) = 24
The nusber of unique grovps entered = 9 The nusber of unique groups entered » §
The nusber of time points entered = 26 The nuster of time points entered =« 26
The nusber of permtations selected = 1000 The muster of permutations selected = 1000
1 M;:;: 6?; .3;;; ':‘::; “1"""‘“: Groupl Group2 Stat P.Value 8dj.P.value
2 100T 130T -2.2556 1 1 n M -0.272 0507 1
3 180T 3SOT 2.1839 1 2 w 244 0.254 0.571 1
& 1007 30T -9.1559 1 3 2% -2.566  0.104 1
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7 00T 0T 1M - i 6 m M -1.315  9.197 1
8§ 10T 50T 0.5318 . 1 M m o -4.520  0.080 1
SR Al R oo s . 8 1M 24 -0.132 1000 1
e St : 9 2 2 -2.913  0.109 1
12 10T 3SOT -3.4978  0.099 : 10 2% 2R 197 0.095 1
13 1207 3407 -2.6331 0.106 1 o ¥o2.803  0.09 1
14 1207 4107 0.6026 9.534 1 12 & 0.830 9.289 1
15 1207 50T 1.5842  0.200 1 13 2 SH 4.428 0.078 1
16 130T 1507 54787 0.10) 1 14 24 2 -2.337 e 1
17 130T MOT 3.0%65 0.0 1 15 2 M 1.563  0.081 1
18 130T 3507 -9.6120 9.319 1 16 24 M 2.158 0.9 1
19 130T 30T -9.1166 9.703 1
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22 31507 3407 -2.7021  9.092 H . ,
23 10T 3SOT -6.2546  9.09% 1 20 asM M -9.186  9.783 1
24 1507  MOT -4.3616  9.114 1 a s 4 -0.845 0.4 1
2% 1507 4107 -1.3440  9.1%0 1 2 s 2774 0w 1
26 130T 0T 3.4 0.097 1 23 n 3 -0.499  0.414 1
27 30T 3SOT -3.6738  0.094 1 24 b M -0.137  0.735 1
28 3407 360T -2.2882 Q.13 1 28 ™ o -3.833  o.112 1
29 MOT 40T 1.3234 9.297 1 26 I @ 1,214 0.090 1
30 30T SOT 07234 0.326 1 .
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32 50T 4107 5.2808 0.0 H ¥ X
33 3507 SOT -2.2439 @.103 1
38 3407 4107 32689 0.106 1
35 MOT 30T -1.799%  0.207 1
36 4301 SOT 15133 0.204 H

Figura 3. Se muestran las tablas con los valores de p obtenidos con la prueba estadistica de permutacion
CGGC La tabla con bordes azules corresponde a los valores dentro del grupo de V. cholerae. La tabla con
bordes verdes corresponde a los valores dentro del grupo de P. otitidis. La tabla con bordes rojos corresponde
a los valores dentro del grupo de P. mosselii. La tabla con bordes negros corresponde a los valores entre los

grupos (P. otitidis, P. mosselii y V. cholerae).
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O Nicho potencial de cada cepa de Pseudomonas y Vibrio

Con el objetivo de describir el nicho potencial de cada cepa de Pseudomonas y Vibrio dada
su capacidad de degradacién de fuentes de carbono y nitrdgeno, analizamos el
metabolismo de cada una de las cepas de P. mosselii, P. otitidis y V. cholerae. En la Figura
4-A, correspondiente al arbol de UPGMA, se muestra la relacion entre los metabolismos y
las cepas de P. mosselii, P. otitidis y V. cholerae. Se observa que la cepa 7V de V. cholerae
se agrupa con las P. mosselii de antes, las cuales corresponden a las cepas 3M, 4M y 5M,
presentando un metabolismo generalista, muy similar, y que comprende la gran mayoria de
los compuestos de las microplacas (Figura 5). Mientras que las cepas 22M, 25M y 24M se
agrupan aparte siendo éstas las que se encontraron en el ambiente perturbado de 2015.
Por otra parte al igual que en la filogenia las cepas de P. otitidis (90T, 120T, 360T, 350T,
150T, 340T, 410T, 100T y 130T) forman un mismo grupo sin importar el tiempo de
muestreo, presentando un metabolismo similar. Contrastantemente las cepas 12V y 16V de
V. cholerae tuvieron metabolismos muy diferentes a todas las demas, pero similares entre

si colocandose cercanas en la matriz.

En el PCA (Figura 4-B) se puede apreciar la correlacion que hay entre las cepas y el tipo
de compuestos que éstas consumen. El componente principal 2 (PC2) separa a V. cholerae
gue se encuentra arriba, de P. mosselii y P. otitidis que se encuentran abajo, mientras que
el componente principal (PC1) separa a las que tienen un metabolismo méas enfocado en el
uso de azlcares y algunos alcoholes (7V, 3M, 4M, 5M), de las cuales su metabolismo es
mas variado, exceptuando las cepas de vibrio 12V y 16V, cuyo metabolismo es el menos
diverso de todos, consumiendo una mayor cantidad de aminoacidos por 16V y acidos
hexosas por 12V, ademas de que ambas consumen la gran parte de los antibiéticos
presentes en la microplaca. Este resultado coincide la informacion obtenida con la matriz

UPGMA (Figura 4-A), donde la cepa 7 de Vibrio cholerae (7V en el PCA), se encuentra
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agrupada junto con las cepas 3M, 4M, 5M de P. mosselii, siendo éstas cuatro cepas las
mas generalistas basando su dieta en el consumo de una mayor cantidad de azucares
como se muestra en la Figura 5. Por su parte, las cepas 22M, 24M, 25M de P. mosselii y
todas las cepas de P. otitidis son de igual manera generalistas consumiendo porciones
pequefias de azlcares y una mayor cantidad de aminodcidos, 4cidos carboxilicos, ésteres

y &cidos grasos tal como se muestra en la Figura 5.

Figura A Figura B

M
| | am
5M

v
22M
25M
24M
90T
120T §
360T =
350T §o
150T
340T
4107
100T
130T

I 12v ol
16V

species

5.0

PC1(45.64%)

Figura 4. En el panel A se muestra el &rbol de UPGMA construido a partir del perfil metabdlico obtenido de las
microplacas con el programa DendroUPGMA, obtenido a partir de correlaciones de Pearson y un soporte de
100 bootstraps. El sufijo OT corresponde a P.otitidis, M a P. mosselii y V a V.cholerae. En el panel B se observa
el andlisis de componentes principales (PCA) entre cada una de las cepas de Pseudomonas y Vibrio con
respecto a su metabolismo tomando en cuenta la prueba con microplacas Biolog. Las cepas de color azul
corresponden a Vibrio cholerae, las cepas de color rojo corresponden a Pseudomonas mosselii y la cepas de

color verde corresponden a Pseudomonas otitidis.
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Figura 5. Gréfica de barras que representan el porcentaje de compuestos que consume cada cepa microbiana.

Las cepas dentro del cuadro rojo corresponden a P. mosselii, las cepas dentro del cuadro verde corresponden

a P. otitidis y las cepas dentro del cuadro azul corresponden a V. cholerae.
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O Interaccién entre V. cholerae con P. otitidis y P. mosselii

Con el objetivo de describir la interaccion entre V. cholerae con P. otitidis y P. mosselli bajo
distintas condiciones de salinidad, analizamos todas las interacciones posibles, asi como
los cultivos controles, para determinar cOmo se comportan esas especies conviviendo
juntas. Al comparar todos los controles en medio marino de baja salinidad y en medio
marino de alta salinidad, se encontré que P. otitidis (340T) y P. mosselii (1M, 3M, 4M)
mostraron valores diferencias significativas, es decir, se encontraron diferencias debido a
gue tuvieron un mejor crecimiento en el medio marino de baja salinidad que en el medio
marino de alta salinidad. Por su parte, V. cholerae (7V), P.otitids (100T), P. mosselii (5M,
22M, 24M, 25M) no presentaron diferencias significativas, es decir que no tuvieron
preferencia por algin medio en especial, tal como se observa en la Figura 6. La tabla de
valores donde se encuentran si las diferencias son significativas o no, se encuentran en la

Tabla 6 en el apéndice.

Por otra parte en la Tabla 1 se muestran todos los tipos de interaccién que se encontraron
en este estudio. Para determinar el tipo de interaccion que les corresponde, se analizaron
las pruebas estadisticas y los graficos de caja-bigote de las Figuras 10, 11 y 12 del
apéndice para cada cepa de P. otitidis, P. mosselii y V. cholerae. Por ejemplo, en el caso
de 100T vs 7V, primero se observé en el grafico de P. otitidis (L0OT) para ver si existia una
diferencia significativa ya sea negativa o positiva, en el caso de que se presentara, con
respecto a su control. Sin embargo como no existi6 diferencia se le colocé el valor de (0),
por otra parte, para el caso de V. cholerae (7V) se utilizé el mismo procedimiento y se
encontré que si existe diferencia significativa positiva con respecto a su control, por lo que
se le colocé el valor de (+), obteniendo de asi el tipo de interaccion: (+)(0) que corresponde

al comensalismo. En el caso donde las cepas se encontraron diferencias significativas
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negativas, es decir que su area disminuy6 con respecto a su control, se les colocé el valor

de ().

De esta manera, se puede observar en la Tabla 1 que los co-cultivos entre V. cholerae (7V)
y P. otitidis (OT) tuvieron una mayor variedad de interacciones, obteniendo asi, una
interaccion de tipo positivo, como comensalismo, dos interacciones de tipo negativas, como
parasitismo/depredacion y competencia, y una interaccion de neutralismo. Mientras que en
los co-cultivos entre V. cholerae (7V) y P. mosselii (M) s6lo se obtuvieron dos interacciones,
una de neutralismo y dos de tipo negativas como el amensalismo y competencia. Por otra
parte se observa de una manera general de los co-cultivos que en el estado normal (baja
sal) se encontraron mas diversidad de interacciones que en el estado perturbado (alta sal).
Cabe destacar que las interacciones negativas de competencia y parasitismo/depredacion,
a simple vista no son evidentes la presencia de halos de inhibicion, ni el consumo de una

bacteria hacia otra, tal y como se observa en las Imédgenes 7,8y 9.
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Figura 6. Diagrama de caja y bigotes que representan las diferencias significativas, obtenidas con la prueba
estadistica no paramétrica de U-Mann Whitney, entre el crecimiento de las cepas, Unicamente controles en baja

salinidad (bs) y alta salinidad (as) de V. cholerae (7V), P. mosselii (M) y P. otitidis (OT). ** corresponde a que

hubo diferencias significativas entre baja sal y alta sal.
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Competencia Estado normal (baja sal) Estado perturbado (alta sal)
(V) (+)(0) QIO
100T vs 7V
V) (1)) (0)(0)
340T vs 7V
(V) (-)(0) (M) (-)(0)
IMvs 7V
() (M) (-)(0)
3Mvs 7V
(M) (-)(0) (M) (-)(0)
AM vs 7V
(0)(0) -
SMvs 7V
(M) (-)(0) -
22M vs 7V
(M) (-)(0) (M) (-)(0)
24M vs 7V
(M) (-)(0) (M) (-)(0)
25Mvs 7V

Tabla 1. Tipos de interacciones obtenidas mediante las pruebas estadisticas (apéndice) entre V. cholerae (7V)
con las cepas de P. otitidis (OT) y P. mosselii (M) en medio marino sélido de baja salinidad y de alta salinidad.
Amarillo = comensalismo, azul = competencia, verde = parasitismo/depredacion, rojo = neutralismo, gris =
amensalismo. (V-M) La letra en las competencias significa que es la cepa que sufrié cambio alguno, ya sea que

se beneficié (+) o se afecté (-), para el caso del color verde corresponde a (+).




Dia uno Dia ocho

Imagen 7. Se muestra la interaccion negativa de competencia en medio de alta sal, entre P. otitidis 100ti (O) y

V. cholerae 7V (V), desde el primer dia de co-cultivo, hasta el ultimo dia de co-cultivo.

Dia uno Dia ocho

Imagen 8. Se muestra la interaccion negativa de parasitismo/depredacion en medio de baja sal, entre P. otitidis-

340ti (O) y V. cholerae 7V (V), desde el primer dia de co-cultivo, hasta el ultimo dia de co-cultivo.

Dia uno Dia ocho

Imagen 9. Se muestra la interaccion negativa de competencia en medio de baja sal, entre P. mosselii 3M (M) y

V. cholerae 7V (V), desde el primer dia de co-cultivo, hasta el dltimo dia de co-cultivo.
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B Discusién

La mayoria del desarrollo humano e industrial ha aumentado constantemente cerca de los
cuerpos de agua (Nogales et al.,, 2011), afectando profundamente los ecosistemas
acudticos, tanto dulce como marino, provocando la extincidbn generalizada de diversas
especies entre ellas las bacterias y ocasionando un desequilibrio ecoldgico y funcional en
las comunidades microbianas (Labbate et al., 2016). En estos ambientes acuaticos, las
bacterias son los organismos mas abundantes y, a menudo, los que dominan la biomasa,
por lo que la forma en que responden a los impactos antropogénicos determina la salud del
ecosistema (Vitousek et al., 1997; Hunt & Ward, 2015). En este trabajo se buscé
caracterizar el tipo de interaccion ecolégica en funcion de la salinidad entre Vibrio cholerae
y dos especies de Pseudomonas (P. otitidis y P. mosselii)), asi como determinar si la
sucesion observada podria estar dada por la capacidad de consumir diversos compuestos,
permitiéndoles cambiar su nicho potencial, con el propdsito de estudiar los efectos de la

sobreexplotacién del agua en la comunidad microbiana del sistema Churince.

Con la finalidad de conocer que tan parecidas eran P. otitidis y P mosselii de antes y
después de la perturbaciéon, se hall6 todas las cepas de P. otitidis son muy cercanas
filogenéticamente entre las cepas de antes y después de la perturbacién, esto coincide con
el estudio de Garcia-Ulloa et al. (2021), donde encuentra que esta especie P. otitidis de
Churince, es clonal. Mientras que, por el otro lado P. mosselii no fue una especie clonal,
esto puede deberse a que es una especie que presenta una gran recombinacion genética

(Shapiro, 2016).

En este estudio también se observé una gran diferencia con respecto a la cinética de
crecimiento entre V. cholerae y Pseudomonas. Notablemente, todas las cepas de V.

cholerae en medio marino tienen un crecimiento muy lento en comparacion con
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Pseudomonas. Esto pudo deberse a que ese medio de cultivo es pobre en fuentes de
nitrégeno y fuentes de energia (Moreno, 2017) por lo que el crecimiento de estas cepas
altamente especialistas de V. cholerae pudo verse limitado, ademas de que la presencia de
Vibrio no es comun en condiciones bajas de nutrientes (Vazquez-Rosas-Landa et al., 2020).
Por otro lado P. mosselii (Moss 3, Moss 4, Moss 5) son las cepas que tienen el crecimiento
mas acelerado de todas, y P. otitidis (Oti 34 y Oti 10), junto con P. mosselii (Moss 22, Moss
24, Moss 25), tienen un crecimiento intermedio. Esto pudo deberse a que, Pseudomonas
es un género de bacterias generalista. Asi, estas cepas, indistintamente de su especie
aprovecharon de una mejor manera las pocas cantidades de fuentes de energia disponibles

en el medio de cultivo, tales como la triptona y el extracto de levadura (Moreno, 2017).

Por otra parte, se encontré heterogeneidad metabdlica dentro de Vibrio, ya que las cepas
de 12V y 16V de V. cholerae presentes en este estudio son especialistas, es decir que se
alimentan de pocos compuestos muy especificos (Blanco et al., 2018). Sin embargo la cepa
7V tuvo capacidades metabdlicas generalistas, similares a las cepas de P. mosselii,
coincidiendo con lo reportado en la literatura sobre V. cholerae, que son organismos
heterétrofos y generalistas (Escobar et al.,, 2015). Por lo que principalmente éstas
mineralizan la materia organica (Cottingham et al., 2003), y también suelen tener la
capacidad de aprovechar la quitina como fuente de carbono y nitrégeno, de organismos
como crustaceos (Lutz et al., 2013). Es posible que gracias estas capacidades metabdlicas,
hayan sobrevivido en Churince luego de los eventos de desecacion, ya que la gran
diversidad de peces y crustaceos (Hernandez et al., 2017), pasaron a ser materia organica
biodisponible. Por su parte, tanto P. mosselii y P. otitidis, presentaron un metabolismo
generalista muy parecido entre si, observado en la capacidad que tienen de consumir una
gran cantidad de compuestos, que van de azlcares, aminoacidos, ésteres, hasta hexosas,

acidos carboxilicos y acidos grasos. Este tipo de metabolismo es tipico de Pseudomonas
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ya gque al estar presentes en una gran variedad de ambientes pueden llevar a cabo varias
conversiones bioquimicas desde mineralizar materia organica hasta metabolizar
compuestos organicos naturales como hidrocarburos aromaticos y sus derivados (Zago &
Chugani, 2009). Tal es la versatilidad metabdlica de Pseudomonas, que han sido
aprovechadas en el campo de la biotecnologia, por ejemplo se han utilizado para la
formacion de compuestos anti fungicos para la enfermedad del afiublo del arroz (Zago &
Chugani, 2009), para la produccién de agroquimicos, en la farmacéutica (Poblete-Castro et
al., 2012), y como control biolégico (Mark et al., 2006). Ademas en otras investigaciones se
ha reportado que, estas especies han fungido como gran apoyo para la degradacion de
polimeros hidroxiacidos (PHA) (Ward y Connor, 2005; Chen et al., 2014), funcionando asi

para la biorremediacién en sitios contaminados (Singh et al., 2017).

De acuerdo a los andlisis metabdlicos realizados, Pseudomonas y Vibrio no traslapan sus
nichos en términos de aprovechamiento de nutrientes. Por lo que es de esperarse que no
haya interacciones de competencia entre ellas, como se observd en los ensayos de
interacciones. Lo anterior coincide con lo mencionado por Hardin, (1960), quien sefiala que
entre mas caracteristicas del nicho compartan dos especies, mas competencia entre ellas
habra dado que tendran necesidades similares en funcion de los mismos recursos y sera

entonces mas probable que la mejor competidora extinga a la peor competidora.

Posteriormente, en los ensayos de interaccion se observdé que cuando las cepas se
cultivaron como controles, es decir individualmente, V. cholerae no presentd afinidad
particular por algun medio, independientemente de la concentracién de sal. Esto puede ser
debido a que la mayoria de los miembros de la familia Vibrionaceae tienen una gran
versatilidad de colonizar una gran cantidad de ambientes (Vazquez-Rosas-Landa et al.,
2020); por lo que, su crecimiento esta dado por las alteraciones ambientales en términos

de nutrientes mas que la salinidad. Contrastantemente P. moselii (Moss 1, Moss 3, Moss 4,
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Moss 5) (aisladas antes de la perturbacién) y P. otitidis (Oti 34) (aislada después de la
perturbacion) presentaron un mejor crecimiento en el medio de baja salinidad. Esto es
esperado en las cepas aisladas antes de la perturbacion ya que el medio de baja sal simula
su ambiente natural, por lo cual no deberia representar una presiéon ambiental adicional. Sin
embargo la cepa aislada después de la perturbacion probablemente mantuvo algunas
funciones genéticas de las cepas de antes de la perturbacion (Garcia-Ulloa et al., 2020), lo
cual se ve reflejado en su alto crecimiento en el medio de baja salinidad. Esto pudo ser
debido a que estas especies de Pseudomonas, pasaron por diversos cuellos de botella que
pudieron haberles impedido adaptarse a las condiciones ambientales posteriores a la

perturbacion (Garcia-Ulloa et al. 2021).

Ponce-Soto y colaboradores  (2015), mencionan que generalmente las
gammaproteobacterias entre las que se encuentran el género Pseudomonas vy Vibrio
suelen ser estrategas-R, es decir son organismos que explotan rapido sus recursos y una
vez que los agotan pueden entrar en un estado de latencia 0 mueren, opuesto a los
estrategas-K que dependen de la supervivencia a largo plazo con recursos limitados
(Ponce-Soto, 2015). Este estudio coincide con lo ya mencionado, ya que Pseudomonas
otitidis y Pseudomonas mosselii desaparecieron de su ambiente mucho antes que V.
cholerae. Esto pudo deberse a dos puntos, el primero es que al haber aumento de la
salinidad, los nutrientes en el medio se hicieron mas escasos. El segundo punto es que, al
ser Pseudomonas, un estratega-R (Ponce-Soto, 2015) las cepas agotaron de una manera
acelerada los pocos nutrientes que existian en el medio, lo que las orill6 a la desaparicion.
Por otro lado V. cholerae de Laguna Intermedia de Churince parece operar como un
estratega K, lo cual pudo haberle otorgado una ventaja adaptativa en un ambiente que se
torné impredecible en términos de nutrientes y condiciones ambientales una vez que la

desecacion se presento en el sistema.
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Cuando se evaluaron las interacciones en co-cultivo entre V. cholerae y Pseudomonas en
las distintas concentraciones de salinidad, se observaron cinco tipos de interacciones
diferentes, donde el amensalismo fue la mas predominante, seguido por el neutralismo y la
competencia, también se observd comensalismo y competencia/depredacion. En
comparacion con lo reportado por Moreno (2017), quien encuentra que hay menor
diversidad de interacciones (comensalismo y amensalismo) en medio marino, mientras que,
en este estudio fueron diversas. Sin embargo se ha documentado que la mayoria de las
interacciones entre bacterias suelen ser de antagonismo o competencia (Foster & Bell,
2012), es decir casi no hay cooperacion, inverso a esto, en este estudio no se observé una
predominancia de ese tipo de interacciones negativas, siendo la interaccion mas recurrente
fue el amensalismo, donde P. mosselii se vio afectada su crecimiento, mientras que, V.
cholerae no sufrié ningan cambio. Ademas este trabajo, se reportd un ejemplo muy raro en
la naturaleza, del neutralismo entre microorganismos; los nichos y estrategias de
crecimiento de V. cholerae y Pseudomonas parecen ser tan diferentes entre si que en
algunos casos son capaces de coexistir sin interactuar, incluso encontrandose en un co-

cultivo de laboratorio en el cual son forzadas a ocupar un mismo espacio.

Se encontrd que la salinidad no fue un factor que haya propiciado la extincién de
Pseudomonas, ya que probablemente nunca coexistieron o pudo haber un intercambio de
alimento (cross-feeding) entre V. cholerae con la comunidad microbiana (Pfeiffer &

Bonhoeffer, 2014).

Los resultados obtenidos nos permiten plantear lo siguiente: ya que todo fue mediado por
los nutrientes, Vibrio cholerae resulté ser mas competitiva que Pseudomonas, ya que V.
cholerae crece lento como se observa en la cinética de crecimiento, V. cholerae tiene un
metabolismo diferente al de todas las Pseudomonas estudiadas, como se observa en las

pruebas de nicho potencial, ya que al consumir ciertos compuestos, y es mas probable que
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ésta haya sobrevivido gracias a la cooperacion metabdlica entre la comunidad microbiana
sobreviviente (Seth & Taga, 2014). Finalmente se encontrd que la salinidad no fue un factor
gque haya propiciado la extincibn de Pseudomonas, ya que probablemente nunca
coexistieron como se observa en los ensayos de interaccion, si no que desaparecio porque

su nicho fue destruido a consecuencia de la influencia antropogénica.

B Conclusion

En esta investigacion se caracterizd el tipo de interaccion ecoldgica en funcion de la
salinidad entre Vibrio cholerae y dos especies de Pseudomonas (P. otitidis y P. mosselii),
asi como se determiné si la sucesion observada podria estar dada por la capacidad de
consumir diversos compuestos, permitiéndoles cambiar su nicho potencial. Primeramente
se hall6 que las cepas de P. otitidis de antes y después de la perturbacion son muy cercanas
filogenéticamente, mientras que las cepas de antes y después de la perturbacion de P.
mosselii son diferentes. Posteriormente se encontraron los perfiles metabdlicos de cada
cepa, observando cepas especialistas y generalistas dentro de V. cholerae y generalistas
para Pseudomonas. La cinética de crecimiento para cada cepa, reveld que V. cholerae es
de crecimiento mas lento, mientras que Pseudomonas tienen un crecimiento muy
acelerado. Por ultimo se encontré una variedad de interacciones, entre ellas comensalismo,
competencia, parasitismo/depredacién, neutralismo y amensalismo, siendo ésta Ultima la
mas predominante debido a que probablemente nunca coexistieron en el sitio. Concluyendo
de esta manera gue la salinidad no fue el factor que hizo que Pseudomonas desapareciera,
si no que mas probablemente su nicho fue desplazado a raiz de la perturbacion
antropogénica. Este estudio ha sido trascendente ya que es la primera vez que se realiza
esta interaccion experimental entre estas especies, y provee informacién importante sobre
su ecologia en un ambiente oligotréfico (bajo en nutrientes). Ademas se da a conocer como

la perturbacion antropogénica ha desplazado distintos nichos microbianos teniendo como
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resultado la desaparicion de dos especies en esta investigacion, pero probablemente miles

o millones a nivel global.

B Perspectiva

A partir de los estudios presentados en esta investigacion la perspectiva de un trabajo futuro
se puede orientar hacia un estudio de manera indirecta de estas interacciones, pero a un
nivel mas amplio, de comunidad, ya que al no ser todos los organismos cultivables en una
comunidad, seria lo mas conveniente que hacer un estudio directo, de esta manera estos
estudios podrian ser de mucha utilidad para poder conocer la dinAmica de las especies,
poblaciones, comunidades y de esta manera, ayudarnos a poder preservar especies, sitios

naturales.
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compuestos presentes en cada pozo. Tomada de Biolog, 2016.
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Medio PIA

Medio

45 gramos

Glicerol

20 mililitros (ml)

Agua destilada

1 litro

Tabla 2. Lista de compuestos para preparar 1 litro de medio de cultivo PIA.

Medio Luria Broth (LB)

Triptona 10 gramos

Extracto de levadura 5 gramos

Cloruro de sodio 10 gramos

*Si se requiere hacer sdlido, agregar agar 15 gramos

Tabla 3. Lista de compuestos para preparar 1 litro de medio de cultivo LB.
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Medio Marino

Triptona 5 gramos
Extracto de levadura 1 gramo
Bromuro de potasio 0.08 gramos

Cloruro de estroncio

0.034 gramos

Acido bérico

0.022 gramos

Fluoruro de sodio

0.024 gramos

Nitrato de amonio

0.016 gramos

Fosfato de sodio basico

0.08 gramos

Salicilato de sodio

10 microlitros (ul)

Cloruro de sodio 5 gramos
Cloruro de magnesio 2.2 gramos
Sulfato de sodio 1 gramo

Cloruro de calcio 0.4 gramos
Cloruro de potasio 0.2 gramos
Carbonato de sodio 0.1 gramos

Agua destilada

970 mililitros (ml)

30 ml de agua destilada + Citrato férrico

0.1 gramos

*Si se requiere hacer sélido, agregar agar

15 gramos

Tabla 4. Lista de compuestos para preparar 1 litro de medio marino.
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Figura 8. Genealogia de genomas centrales de Pseudomonas otitidis recolectados de Laguna Intermedia en el
sistema Churince. Genealogia del género Pseudomonas que incluye multiples grupos externos (A) y zoom en
el clado que comprende los aislamientos de Churince de este estudio (B). Los aislamientos de agosto de 2003
(estado original) estan en azul y los de octubre de 2015 (estado perturbado) en rojo. La barra debajo de los

arboles representa la longitud de las ramas (Garcia-Ulloa et al. 2021).
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Figura 9. Filogenia de maxima verosimilitud de genomas completos de P. mosselii, las cepas de color naranja
corresponden a las de antes de la perturbacién, mientras que las cepas de color rojo representan a las de
después de la perturbacion. La barra debajo del arbol representa la longitud de las ramas.
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Pruebas de normalidad® ©

Kolmogorow-Smirnoyd Shapiro-wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico al 5ig.
Ctrl_Wib7_hs 355 3 820 3 163
7-10_bs_WT_ 1350 3 829 3 186
7-34_hs VT 232 3 980 3 727
7-1_I_hs_vT 289 3 928 3 482
7-3_|_hs T 1493 3 997 3 890
7-4_|_hs_WT 280 3 1937 3 516
T-5_|_hs_vT 1359 3 a10 3 138
7-22_|_hs_WT 340 3 848 3 234
7-24_|_hs_WT 1253 3 964 3 637
7-28_|_hs_WT 3m 3 11 3 432
CHrl_vib7_as 1355 3 820 3 162
T-10_as_W7_ 279 3 938 3 A21
7-34_as_WT 1340 3 848 3 1235
7-1_l_as_vT 21B 3 988 3 793
7-3_|_as_wT 279 3 9349 3 824
7-4_|_as_wT ,300 3 813 3 428
7-8_|_as_WT 353 3 823 3 170
7-22__as_V7 \3BB 3 795 3 102
7-24_|_as_WT 344 3 841 3 217
7-35_|_as_W7 219 3 987 3 780
Ctri_Oti10_bs 1339 3 851 3 244
7-10_as_010 235 3 978 3 714
Ctrl_Oti34_bs 1356 3 817 3 156
7-10_bs_010 220 3 986 3 JTI7
Ctrl_Oti10_as 1331 3 (265 3 1282
7-34_hs_034 337 3 854 3 252
Ctrl_Oti34_as 278 3 940 3 527
7-34_as_034 1349 3 831 3 191
Ctrl_Moss1_hs 321 3 881 3 327
7-1_I_hs_M1 ,303 3 809 3 414
Ctrl_Moss3_hs ,290 3 926 3 474
7-3_|_bs_M3 181 3 999 3 k]l
Ctrl_Mossd_hs 224 3 984 3 783
7-4_|_bs_h4 1220 3 987 3 779
Ctrl_Moss5_bs 192 3 897 3 895
7-5_|_hs_Ma 215 3 9849 3 798
Ctrl_Moss22_bs 1372 3 781 3 070
7-22_|_bs_M22 378 3 ,7BS 3 03z
Ctrl_Moss24_bs 175 3 1,000 3 1994
7-24_|_hs_M24 175 3 1,000 3 897
Ctrl_Moss25_bs 303 3 909 3 415
7-25_|_bs_M25 184 3 999 3 830
Ctrl_Moss1_as 313 3 894 3 3649
7-1_I_as_M1 296 3 a1g 3 448
Ctrl_Moss3_as 335 3 a58 3 263
7-3_|_as_M3 1343 3 843 3 1221
Ctrl_Mossd_as 193 3 897 3 890
7-4_|_as_M4 182 3 9949 3 936
Ctrl_Moss5_as 1385 3 750 3 000
7-22_|_as_M22 385 3 750 3 palali]
Ctrl_Moss24_as 277 3 941 3 531
7-24_|_as_M24 382 3 757 3 014
Ctrl_Moss25_as 1379 3 \TBE 3 035
7-25_|_as_M25 \356 3 816 3 154

a. Correccidn de la sighificacion de Lilliefors
h. 7-5_|_as_M3 es una constante y se ha desestimado.
. Cirl_Moss22_as es una constante v se ha desestimada.

Tabla 5. Pruebas de normalidad de cada cepa con el programa IBM SPSS statistics 19.



Prueba de Prueba de T- Prueba de U-Mann
Cepas Levene Student Prueba de Welch Whitney

ctrlv7 vs 7-10_bs_ v7 0,068 0 - 0,050
ctrlv7 vs 7-34_bs_ v7 0,156 0 - 0,050
ctrlv7 vs 7-10_as_ v7 0,124 0,022 - 0,050
ctrlv7 vs 7-34_as_ v7 0,442 0,249 - 0,275
ctrlv7 vs 7-1_bs_v7 0,097 0,067 - 0,050
ctrlv7 vs 7-3_bs_v7 0,057 0 - 0,050
ctrlv7 vs 7-4_bs_v7 0,088 0 - 0,050
ctrlv7 vs 7-5_bs_v7 0,879 0,190 - 0,050
ctrlv7 vs 7-22_bs_v7 0,072 0 - 0,050
ctrlv7 vs 7-24_bs_v7 0,117 0 - 0,050
ctrlv7 vs 7-25_bs_v7 0,071 0 - 0,050
ctrlv7 vs 7-1_as_v7 0,118 0,012 - 0,050
ctrlv7 vs 7-3_as_v7 0,270 0,017 - 0,050
ctrlv7 vs 7-4_as_v7 0,125 0,007 - 0,050
ctrlv7 vs 7-5_as_v7 0,583 0,630 - 0,275
ctrlv7 vs 7-22_as_v7 0,115 0,997 - 0,513
ctrlv7 vs 7-24_as_v7 0,199 0,013 - 0,050
ctrlv7 vs 7-25_as_v7 0,156 0,012 - 0,050
ctrlO10 vs 7-

10_bs_010 0,028 - 0,08 0,050
ctrlO34 vs 7-

34 _bs_034 0,531 0,001 - 0,050
ctrlO10 vs 7-

10_as_0O10 0,737 0 - 0,050
ctrlO34 vs 7-

34_as_034 0,059 0,798 - 0,513
ctriMlvs 7-1_bs_M1 0,21 0,001 - 0,050
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ctriIM3 vs 7-3_bs_M3 0,971 0,049 0,050
ctriIM4 vs 7-4_bs_M4 0,644 0,094 0,127
ctrIM5 vs 7-5_bs_M5 0,247 0,339 0,275
ctriIM22 vs 7-

22 _bs_M22 0,02 0,863 0,513
ctriM24 vs 7-

24 bs_M24 0,404 0,854 0,827
ctriM25 vs 7-

25_bs_M25 0,611 0,151 0,127
ctriMlvs 7-1_as_M1 0,118 0,156 0,127
ctrIM3 vs 7-3_as_M3 0,834 0,621 0,275
ctriM4 vs 7-4_as_M4 0,244 0,686 0,827
ctrIM5 vs 7-5_as_M5 0,016 0,423 0,317
ctriIM22 vs 7-

22_as_M22 0,016 0,423 0,317
ctriM24 vs 7-

24 _as_M24 0,02 0,522 0,513
ctrIM25 vs 7-

25_as_M25 0,708 0,535 0,513
ctrlv7_bs vs

ctrlv7_as 0,305 0,913 0,827
ctrlO10_bs vs

ctrlO10_as 0,029 0,958 0,513
ctrlO34_bs vs

ctrlO34_as 0,262 0,002 0,050
ctriM1_bs vs

ctrIM1_as 0,035 0,005 0,050
ctrIM3_bs vs

ctriM3_as 0,538 0,005 0,050




ctriIM4_bs vs

ctrIM4_as 0,466 0,005 0,050
ctrIM24_bs vs
ctriM24_as 0,434 0,203 0,127
ctrIM25_bs vs
ctriIM25_as 0,019 0,750 0,513

Tabla 6. Resultados de las pruebas estadisticas. Prueba de homocedasticidad (Levene), prueba paramétrica

de varianzas iguales (T-student), prueba paramétrica de varianzas desiguales (Welch), prueba no paramétrica

(U-Mann Whitney).
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Figura 10. Diagrama de caja y bigotes que representan las diferencias significativas de las cepas de P.

mosselii (Moss), entre su crecimiento de la cepa control y cuando esta en cocultivo con V. cholerae (Vib7) en

medio marino. La linea recta divide las diferencias de salinidad, del lado izquierdo se encuentran las

=muy

significante;

comparaciones de baja sal y del lado derecho las comparaciones de alta sal. *

significante.
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Figura 11. Diagrama de caja y bigotes que representan las diferencias significativas de las cepas de P. otitidis
(Oti), entre su crecimiento de la cepa control y cuando esta en cocultivo con V. cholerae (Vib7) en medio
marino. La linea recta divide las diferencias de salinidad, del lado izquierdo se encuentran las comparaciones

de baja sal y del lado derecho las comparaciones de alta sal. **=muy significante.
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Figura 12. Diagrama de caja y bigotes que representan las diferencias significativas de la cepa de V.cholerae
(Vib7), entre su crecimiento de la cepa control y cuando esté en cocultivo con P. otitidis (Oti) y P.mosselii
(Moss) en medio marino. La linea recta divide las diferencias de salinidad, del lado izquierdo se encuentran
las comparaciones de baja sal y del lado derecho las comparaciones de alta sal. *=significante, **=muy

significante.
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