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CAPITULO |

NUEVA APROXIMACION TEORICA Y PRACTICA PARA DELIMITAR
ESPECIES PROCARIONTES: EL CASO DEL GENERO Bacillus EN
CUATRO CIENEGAS, COAHUILA

RESUMEN

El uso del gen 16S rRNA, la hibridacién DNA-DNA, asi como otros caracteres
fenéticos han resuelto de una manera practica y relativamente sencilla la
descripcion de especies procariontes. Sin embargo, bajo este tipo de
metodologias muy dificilmente se puede reconocer a una especie como el
resultado de procesos evolutivos que suceden dentro de las poblaciones. El
objetivo de este trabajo es proponer una serie de metodologias que nos
permitan reconocer y delimitar a las especies como unidades evolutivas. Se
realizd un analisis matricial usando los datos de genética de poblaciones, de
tipo ecofisiologico, filogenéticos mediante el uso de varios marcadores
moleculares y  caracteres fenéticos con la finalidad de correlacionarlos
entre si y por medio de un analisis de ordenacion de datos se generd un
sistema de diagnosis completo. Al mismo tiempo, un analisis de correlacion
multiple se aplicd a esta serie de matrices para determinar congruencias
entre ellas. Esta metodologia se puso a prueba analizando 55 individuos del
género Bacillus filogenéticamente cercanos, con una diferencia entre ellos
que va del 99.8% al 95% en la secuencia del gen 16S rRNA. Todas estas
cepas fueron aisladas dentro del valle de Cuatro Ciénegas, el cual se
caracteriza por su marcada heterogeneidad ambiental. Los resultados que se
obtienen mediante este sistema de analisis permiten el reconocimiento de la
especie bioldgica, filogenética, ecoldgica y fenética y con ello acercarse un

poco mas a obtener un sistema de clasificacion natural al menos a este nivel.



INTRODUCCION

Uno de los temas mas controvertidos dentro de la biologia es el que se
relaciona con los criterios y las metodologias para definir una especie. Este
problema se intensifica mas cuando nos enfocamos a los microorganismos,
especificamente a los procariontes. Por un lado, los pocos caracteres de tipo
morfolégico que pueden indicar la pertenencia a un determinado grupo,
aunado, en algunos casos a la dificultad de poder cultivar y aislar a este
grupo de organismos y por otro lado la biologia compleja de estos
organismos como el frecuente intercambio de informacién genética, la forma
de dispersion, y de reproduccién dificultan la posibilidad de tener un concepto
que pueda ser universal y natural (Ward, 1998)

En los ultimos 30 afnos el criterio que mas se utiliza para delimitar especies
procariontes es el que se conoce como concepto genético de especie (Ravin
1963), el cual, es definido como un grupo de individuos con capacidad de
intercambiar informacion genética por medio de la conjugacion, transduccién
o transformacion. Desde el punto de vista practico se utilizan dos métodos
para reconocer especies bajo este criterio, la hibridacion DNA-DNA (Ravin,
1963; Friedman y De Ley, 1985), asi como el uso de las secuencias del gen
16S rRNA. Si al realizar una hibridacién entre dos distintos genomas hay un
porcentaje de hibridacion mayor al 70% se establece que estos dos
individuos pertenecen a la misma especie. Asimismo, cuando se compara la
secuencia del gen 16S rRNA de dos individuos y hay un porcentaje de
similitud mayor al 97% se plantea que estos individuos pertenecen a la
misma entidad biologica (Wayne et al., 1987; Aman et al., 1992; Stackebrandt
y Goebel, 1994). Estas metodologia combinadas con el porcentaje de G+C, el
uso de pruebas bioquimicas y la caracterizacion morfologica de las células se
conoce como el método polifasico para definir especies (Jonson, 1973). Sin
duda, este sistema polifasico que se usa actualmente en todas las
descripciones de especies bacterianas resuelve de una manera practica el
problema de tener muy pocos caracteres morfofisiologicos que sirvan como
un buen diagndstico para reconocer y delimitar especie. Asimismo, para
describir una especie solo es necesario aplicar este metodo polifasico a un

solo aislado. Sin embargo, aunque este tipo de diagnostico es muy practico y



relativamente sencillo, muy dificimente podria reflejar un sistema de
clasificacion natural (Gevers et al., 2005).

La sistematica bacteriana ha planteado su metodologia con un enfoque
practico para reconocer y delimitar especies (Stackebrandt, 2002). Las
pruebas basadas en la diferenciaciéon de la secuencia del 16S rRNA y la
hibridacion DNA-DNA permiten delimitar de manera clara, sencilla y rapida al
taxon a nivel de especie. Hasta el ano del 2007, con este tipo de
metodologias aunadas las pruebas bioquimicas se habian descrito 8000
especies de procariontes (Cerritos et al., datos no publicados). Sin duda esta
cifra se puede elevar en varios 6rdenes de magnitud si asumimos que el
numero de especies procariontes en el planeta es muy grande, superando
incluso al taxa de los animales y de las plantas (Fulthorpe et al., 1988; Curtis
et al., 2002; Whitaker et al., 2003; Curtis et al., 2006). Si este supuesto fuera
valido, entonces tendriamos que proponer un sistema de clasificacion que no
solo enlistara a las especies sino que ademas nos ayudara a entender los
procesos de diversificacion. Un sistema de clasificacion natural en bacterias a
este nivel se tiene que enfocar basicamente en entender los procesos
genéticos, fenotipicos, ecoldgicos y filogenéticos de los individuos. En otras
palabras, hay que conocer a las especies para después poder describirlas.
Conocer las presiones ambientales a las cuales estan sometidas las
especies, conocer los procesos de diversificacion y cladogénesis, conocer la
dinamica evolutiva y sobre todo el grado de flujo génico de los individuos, asi
como descubrir la relacion entre el fenotipo, genotipo y ambiente deberia ser
quehacer cotidiano de la sistematica bacteriana.

En un sistema de clasificacion natural a este nivel y siguiendo los
planteamientos de Darwin (1859) una especie se tendria que definir como
aquella unidad que evoluciona separadamente con respecto a otras y que
tiene una dinamica evolutiva propia. (Simpson 1961; Wiley 1978). Bajo esta
idea central se tendrian que desarrollar las metodologias para describir y
delimitar a tales unidades evolutivas. El concepto biolégico de especie
(Dobzhansky, 1937; Mayr, 1942) el cual supone el cruzamiento entre
individuos de la misma entidad evolutiva se podria aplicar en el grupo de los
procariontes si se usan algunos parametros de genética de poblaciones. Los

parametros como diferenciacion genética, flujo de genes, recombinacion vy



desequilibrio de ligamiento podrian describir el grado de entrecruzamiento
entre los individuos (Templeton 1989, 1998). El concepto filogenético de
especie que basa sus principios en el grado de parentesco entre los
individuos (Cracaft, 1983; Nixon y Wheler, 1990) se puede resolver mediante
el uso de varios marcadores moleculares, sobre todo con genes homdlogos
(Stackebrandt et al., 2002; Zeigler, 2003). En el caso de los procariontes el
uso de la secuencia de gen 16S rRNA junto con otros genes podrian resolver
la filogenia de la especie y delimitar a las unidades evolutivas. El concepto
ecoldgico de especie (Van valen, 1978) que se basa en la relacién que tienen
los individuos con las condiciones y recursos de su ambiente se podria
aplicar si se conocen algunos parametros ambientales que a priori se
consideren relevantes en la dinamica evolutiva de estas unidades (Templeton
1989). En términos practicos la correlacion entre los caracteres fenotipicos y
el ambiente podrian delimitar especies. Existen algunos trabajos donde de
manera teodrica se aborda la idea de conocer estas tres distintas propiedades
de los organismos (Templeton 1989, 1994; Stackebrandt et al., 2002) sin
embargo desde el punto de vista practico no se han reportado analisis, sobre
todo en procariontes para solucionar el problema del reconocimiento y
delimitacion de las unidades evolutivas.

En este trabajo se analiza el concepto bioldgico, filogenético, ecolégico y
fenético de especie en un grupo de 55 individuos del género Bacillus,
filogenéticamente relacionados. La mayoria de estos individuos fueron
colectados en el valle de Cuatro Ciénegas, Coahuila, México, el cual se ha
reportado como un sitio con una diversidad bacteriana unica, ademas de ser
un ambiente muy heterogéneo. El objetivo de este trabajo fue comparar
estos distintos criterios de descripcion para poder encontrar congruencias
entre ellos y que finalmente permita determinar la cohesion que existe entre
los individuos de una misma entidad evolutiva. Asimismo en este trabajo se
propone a la genética de poblaciones, la ecofisiologia y las reconstrucciones
filogenéticas como herramientas utiles en la sistematica bacteriana. Sin duda
este tipo de herramientas, aunadas a las nuevas técnicas de la biologia como
son la gendmica, la metagenomica (Konstantinidis et al., 2006) y su
correlacion con el ambiente nos pueden ayudar a entender como esta

estructurada la diversidad de procariontes.



METODOS
Pruebas Bioquimicas, marcadores moleculares y analisis de fingerprint

Cada uno de los 55 aislados se sometieron a 17 pruebas de degradacion y
asimilacion de distintas fuentes de carbono a partir de un medio marino
modificado (4g""), en donde se substituyo el extracto de levadura y la peptona
(la fuentes unicas de carbono) por cada una de las distintas fuentes de
carbono. De igual forma, como lo describe Leifson (1963) se determiné la
produccion de acido a partir de una serie de 9 distintos carbohidratos usando
el mismo medio marino modificado, Finalmente, a partir del medio marino se
determino el crecimiento a diferentes temperaturas (30, 35, 40 y 45 50°C) y a
distinto pH (4.5 y 9.0).

El gen 16S rRNA se amplificé usando los primers 27F y 1492R de
acuerdo a las condiciones previamente descritas por Lane (1991). Los
productos de PCR se purificaron mediante el uso de un kit de extraccion
(Qiagen). Para la secuenciacion del gen 16S rRNA de aproximadamente
1400pb se usaron una serie de primers internos, los cuales, aparecen
reportados previamente (Sacchi et al., 2002). La reaccion de secuenciacion
se realizo en un volumen total de 15pl, el cual contenia 2ul de “Big Dye
Terminator Sequencing kit” (Applied BioSystems), 1.6uM de primers y 5ul del
producto amplificado. Las condiciones de amplificacion fueron: 1 ciclo de
5min  a 95°C, 45 ciclos de 10s a 95° C, 10 a 50°C y 4min a 60°C. La
secuenciacion se hizo en un secuenciador de capilar (ABI-Avant 100). Con
las secuencias obtenidas por individuo de aproximadamente 1400 pb se hizo
una comparacion del porcentaje de similitud para proponer especies a partir
de la regla del 97%.

Adicionalmente se disefaron primers para amplificar dos fragmentos
de dos genes que codifican para el producto de Recombinasa (recA) y para
Glicin sintetasa (gltX). Para el disefio de estos primers se uso la informacion
de genomas completos secuenciados del genero Bacillus reportados en el
GenBank. Para el caso del gen RecA estos primers se extienden del sitio 28
al 48 (5'-GATCGTCARGCAGSCYTWGAT-3") y del 583 al 602 (5'-
TTWCCRACCATAACSCCRAC-3'), produciendo un producto de 574pb. La

reaccion de PCR se prepard con 1U de Taq polimerasa (Roche), 2.5mM de



MgClz, 1mM de dNTP’s, 2uM de cada primer y 1ul de DNA 25-100ng/ul. El
programa de PCR que se uso fue 1 ciclo a 95°C para la desnaturalizacién
inicial, 30 ciclos de desnaturalizaciéon alineamiento y extension de 95°C por
30s, 45°C por 30s y 72°C por 60s respectivamente y finalmente, una
extension final de 72°C por 5min. Con respecto al gen gltX el primer forward
se extienden del sitio 79 al 98 (5-CGYGGBGADGAYCAYATYT-3') y el
reverse de 547 al 567 (5'-CRATTTCMGCDCCRWARCT-3"), produciendo un
producto de 469pb. La reaccion de PCR se preparo con 1U de Taq
polimerasa (Roche), 2.5mM de MgCl,, 1mM de dNTP’s, 2uM de cada primer
y 14l de DNA 25-100ng/ul. El programa de PCR que se uso6 fue 1 ciclo a 95°C
para la desnaturalizacion inicial, 30 ciclos de desnaturalizacion alineamiento y
extension de 95°C por 30s, 45°C por 30s y 72°C por 60s respectivamente y
finalmente, una extension final de 72°C por 5min. Los productos de PCR se
purificaron mediante el uso de un kit de extraccion (Qiagen)

En cuanto al analisis de REP-PCR fingerprint, el cual se llevé a cabo para
identificar los patrones de bandeo por especie y por cepa, se realizé un PCR
en un volumen total de 25pl tal y como lo describe Rademaker y Brujin
(1988). Las condiciones de PCR fueron tomadas del trabajo de Vinuesa et al.,
(1998). Los productos de la amplificaciéon fueron analizados en geles de

agarosa al 1% usando buffer TAE.

Analisis filogenéticos y determinacion del porcentaje de similitud del
gen 16S rRNA

Las secuencias de los tres distintos marcadores moleculares se editaron
manualmente mediante el programa BioEdit (Hall, 1999) y posteriormente se
alinearon usando ClustalX (Thompson, 1994) junto con secuencias
previamente registradas en el GenBank, que presentaron la mayor similitud.
Para el caso del Gen 16S rRNA, las identidades y ubicacion taxonémica de
las secuencias se establecieron mediante una comparacion en dos bases de
datos, el “Ribosomal Database Project” y el “NCBI data bases”. Finalmente, la
reconstruccioén filogenética para el gen 16S rRNA, recA y gltX se llevo a cabo
mediante el método de neighbor joining, en el programa de computo MEGA
version 3.0 (Kumar et al., 2004). Usando el programa de Model Test se

establecieron los modelos de sustitucion para cada uno de los marcadores.



Para el caso del gen 16S rRNA se aplico el modelo GTR+I+G, distribucion
gamma =0.612, mientras, para el gen recA el modelo fue k80+I+G, con

distribucion gamma y finalmente para el gen gltX el modelo fue K81uf+I+G.

Analisis bioquimicos y reconocimiento de nicho

Con las pruebas bioquimicas efectuadas a cada uno de los 55 aislados se
elaboro una matriz con datos discretos. Cuando el aislado presentaba
crecimiento en determinada prueba bioquimica se le asignaba el valor de “17,
mientras que cuando no se observaba actividad en esa prueba bioquimica se
le asignaba el valor de “0”. Esta matriz fue sometida a un andlisis de
agrupamiento de datos mediante el método de UPGMA (significado) usando
el programa estadistico “dJmp”. Posteriormente, para definir el nicho de cada
uno de los aislados se hizo una relacion de la ubicacién de los aislados

dentro del dendrograma con sitio donde se aislo6.

Andlisis de genética de poblaciones

Usando las secuencias de los tres distintos marcadores moleculares se
analizaron los diversos parametros de genética de poblaciones. La diversidad
nucleotidica promedio por sitio (n), la variacion esperada por sitio bajo el
supuesto de una evolucion neutral (0), el numero de sitios polimorficos (P), el
numero de haplotipos por especie (H) y la difrenciacion genética (Fst) entre
poblaciones se obtuvo a partir del programa DnaSP v.4.0 (Rozas et al.,
2003). Adicionalmente, usando este mismo programa se determino el tipo de
seleccion a la cual podrian estar sometidos los tres distintos marcadores o en
su defecto son selectivamente neutros. Con la prueba de Tajima (D) se
estima la diferencia entre la diversidad observada (n) y la diversidad esperada
en cada sitio (0). Cuando D es igual a 0 significa que las secuencias no estan
sometidas a ninguna presion selectiva y evolucionan de manera neutra,
cuando es mayor que 0 se puede inferir que esta actuando la seleccion
positiva o diversificadora, mientras, que si es menor que 0 se puede inferir
que las secuencias estan bajo seleccién negativa o purificadora (Li, 1997; Nei
y Kumar, 2000).

Para determinar el grado de recombinacion dentro de las poblaciones y entre

ellas se uso el método de split decomposition. Este método se basa en



detectar incongruencias filogenéticas entre los sitios informativos de las
secuencias analizadas. Mientras mayor sea el numero de sitios informativos
que produzcan senales filogenéticas incompatibles, mayor sera el grado de
recombinacion entre las secuencias analizadas (Brown, et al., 2002). La gran
ventaja que tiene este método es que se puede distinguir de manera grafica
la existencia y grado de recombinacion homéloga. Cuando una muestra de
secuencia no presenta conflicto flogenético alguno, la grafica resultante es un
arbol filogenético sin reticulaciones, mientras que cuando se puede detectar
este tipo de incongruencias el resultado grafico sera un arbol en forma de red
(Huson, 1998; Brown, et al., 2002). Este andlisis se llevo a cabo usando el

programa Splits Tree v. 4.9 (Huson y Wetzel, 1995).

Correlacion de métodos através de matrices y descripcidon de especies
A partir de los resultados obtenidos de los analisis filogenéticos, genotipicos y
fenotipicos se elaboraron las matrices pareadas correspondientes. Estas
matrices se elaboran al comparar las diferencias y similitudes entre cada uno
de los 55 individuos en forma matricial. Asi por ejemplo, dos individuos que
presenten el mismo perfil fenotipico tendran una similitud maxima y el valor
asignado en esa celda de la matriz sera de 1 (o de 0 en caso de tomar la
expresion de disimilitud) y de la misma manera para las matrices
filogenéticas; aquellas que tengan el mismo haplotipo tendran una valor de
similitud de 1. De forma mas especifica y sencilla estas matrices se
construyen transformando un arbol de distancias independientemente del
método que se use para hacer este agrupamiento. La matriz de fenotipos y
genotipos se construyé a partir del método de UPGMA, mientras que para el
caso de los tres distintos marcadores estas matrices se construyeron a partir
de los arboles de neighbor joining.

Para cada una de las matrices se hizo una transformacion de los datos de
tal manera que las diferencias entre los distintos individuos en cada una de
las matrices tuvieran la misma magnitud numeérica. En este caso se eligi
uniformizar cada una de las matrices aplicando la formula A; = (1) (Yi)/ Xi ,
donde A; es el valor uniformizado de cada comparacion pareada; Y; es el
valor no uniformizado de la comparacion pareada y X es el valor de la que

tiene la diferencia maxima dentro de todas las comparaciones pareadas



dentro de la matriz. De esta manera los valores dentro de las distintas
matrices tendran un valor maximo de 1 y un valor minimo de 0O (para el caso
de disimilitud), y todas las demas comparaciones pareadas estaran dentro de
este rango (Ludwig y Reynolds, 1988).

A partir de las distintas matrices se generé una matriz promedio, a la cual
se le aplicd un analisis de ordenamiento de datos basado en componentes
principales llamado analisis multidimensional. Este tipo de tratamiento de
datos consiste en ubicar en dos o tres planos espaciales a cada uno de los
individuos analizados de acuerdo a la similitud entre ellos. En este caso
particular se eligié usar dos dimensiones. Este método permite visualizar de
manera clara la existencia de similitud entre los individuos de la misma
especie y en tal caso: individuos que sean de la misma especie tendran un
valor semejante tanto de el eje X como de Y. Asimismo, se llevo a cabo un
analisis pareado para correlacionar matrices basado en el estadistico de
Pearson. Este estadistico compara cada una de las casillas dentro de la
matriz produciendo una medida de dispersion que se puede representar en
forma de porcentaje. Dos matrices que sean idénticas tendran una
correlacion del 100% mientras que si son demasiado distintas tendran valores
cercanos a 0%. El estadistico de Pesaron permite conocer que tipo de datos
descriptivos de la especie se dispersan de la media matricial. Si todas las
matrices correlacionan entre si entonces hay una cohesion entre las distintas
formas de describir a las especies y en caso contrario, cuando esta cohesion
no existe hay que formular hipotesis que expliquen estas diferencias.

Finalmente, con el analisis matricial de datos y con los distintos métodos
para describir especies, se hace un diagnostico del estatus de los grupos
analizados. Este tipo de analisis es de suma importancia porque nos permite
reconocer y delimitar a las especies usando para ello distintos atributos
cuantificables y comparables entre los individuos. Este método se puede
visualizar de una manera general en la figura 1. En esta figura se observan
basicamente 5 distintos pasos: 1) generacién de las distintas informaciones
bioldgicas; 2) transformacion de los datos en forma de matrices; 3)
ordenamiento de los individuos mediante un sistema de coordenadas; 4)
correlacion de las distintas informaciones biologicas y 5) diagnostico en la

delimitacion y reconocimiento de las especies.
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Figura 1. Se muestra de manera general los pasos para describir y delimitar especies
procariontes usando varias fuentes de informacién biolégica. Basado en herramientas de
genética de poblaciones, filogenia, ecofisiologia y morfofisiologia de los individuos se pueden

generar agrupaciones entre los individuos

RESULTADOS
Descripcion clasica de especies bacterianas
A partir de los analisis filogenéticos basados en el gen 16S rRNA y las
diferentes prubas bioquimicas de los indiviuos se lograron reconocer 6
distintas especies bacterianas. Estos 6 distintos grupos tienen una diferencia
en la secuencia mayor al 97% y por tanto, desde el punto de vista clasico
automaticamente se consideran como una especie nueva. En la figura 2 se
observan los distintos grupos perfectamente delimitados y presentando
valores de bosstraps cercanos al 100%. Los grupos denominados como Lgm,
Mez, Lgn, y Coa, estan muy relacionados filogenéticamente a especies de
Bacillus aislados en el mar de Corea, tales como B. marisflavi, B. aquimaris y
B. viethamensis (Viet). El grupo VI denominado como Hor, es muy distante de
los anteriores y tiene gran cercania con la especie de B. horikoshi, aislada en

ambientes marinos cercanos a las costas de Japon. Con respecto al analisis



morfofisiolégico basado en 32 pruebas bioquimicas se encontré que los
individuos de un mismo grupo filogenético presentaban una variacion muy
grande. En la figura 3 aparecen los 39 distintos biotipos. Este tipo de analisis
no concuerda con la filogenia obtenida con base en el gen 16S rRNA. Por
ejemplo el individuo m4-4 que pertenece al grupo Coa tiene un perfil
bioquimico muy diferente con respecto a los otros 5 individuos del grupo. Esta
cepa solo degrad6 2 azucares, mientras que los otros miembros del grupo
tienen la capacidad de degradar la mayoria de los azucares probados. Por
otro lado los individuos del grupo Lgm presentaron solo tres distintos
fenotipos, siendo uno de ellos repetido para 10 individuos. Dentro de estos 55
individuos se observaron fenotipos que tienen la capacidad para degradar la
mayoria de las fuentes de carbono probadas y fenotipos que carecen de esta
funcién.

Siguiendo la descripcidn clasica para definir especies bacterianas, cuando
dos aislados presentan perfiles fenotipos distintos pueden ser consideradas
como especies distintas, incluso omitiendo las relaciones filogenéticas y las
diferencias en la secuencia del gen 16S rRNA (Wayne et al., 1987). En este
sentido los 5 distintos aislados dentro del grupo Coa presentan perfiles
fenotipicos distintos, sin embargo presentan diferencias menores al 1% en la
secuencia del gen ribosomal. Por otro lado, los individuos del grupo Lgm
presentan el mismo perfil fenotipico y sin embargo son distintos en la
secuencia del gen 16S rRNA.

Respecto al analisis genotipico basado en los patrones de bandeo de la
técnica de rep-PCR se observaron 29 genotipos distintos. Este método
agrupa a los individuos de manera muy similar al que se observa en la
filogenia del gen 16S rRNA. Los miembros del grupo Lgm son muy cercanos
entre si, y la mayoria de ellos pertenecen a un mismo genotipo.
Contrariamente, la cepa m2-6 perteneciente al grupo Coa presenta un patrén
de bandeo muy diferente con respecto a los otros individuos. Asimismo,
dentro del grupo Mez, el individuo 2-1m4 presenta un patron muy distinto al
resto de los individuos. De manera amplia la técnica rep-PCR se ha utilizado
para discriminar aislados que sean idénticos es decir, que pertenezcan a la
misma clona. Sin embargo, usando distintas técnicas de discriminacion como

lo es el 16S rRNA se encontré que cepas con el mismo perfil genotipico



pueden pertenecer a distintos individuos. Casos especificos se puede
observar en el grupo Lgm en donde solo hay 3 distintos perfiles genotipicos
por Reps, mientras que usando la secuencia completa del gen 16S rRNA se
encuentran 7 distintos genotipos de 12 posibles. En general se encontr6é un
mayor numero de genotipos por secuencia (33) que por la técnica de rep-
PCR (29). En tanto la técnica que mayor numero de variantes detectd fueron
las pruebas bioquimicas, donde se encontraron 39 fenotipos.

Estos analisis realizados a toda la muestra de individuos resultaron ser
eficientes para reconocer las distintas variantes dentro de las poblaciones
bacterianas y asi poder sugerir hipétesis acerca de la dinamica evolutiva de
estos individuos. Con los resultados obtenidos a partir de estas tres distintas
técnicas de reconocimiento de especies muy dificilmente se podria resolver
de manera clara su delimitacién y sobre todo el reconocimiento de unidades
evolutivas. Para ello es necesario usar otras herramientas como ecofisiologia,
la genética de poblaciones y en particular los parametros referentes a
recombinacién y flujo de genes y también el uso de distintos marcadores

moleculares para resolver la filogenia de las especies.
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Relacién entre las distintas filogenias

Usando el programa model test (Posada y Crandall, 1998), se eligié el mejor
modelo se sustitucion para cada una de las filogenias. Los modelos que se
aplicaron fueron GTR+I1+G, K81uf+l+G y K80+I+G para los genes 16S rRNA,
recA y gltX respectivamente. Posteriormente se eligidé usar el método de
reconstruccién de Neighbor-joining para los tres marcadores. En las tres
distintas reconstrucciones se observa una congruencia entre las ramas
externas, sin embargo en las ramas internas hay algunos grupos que no
concuerdan entre los distintos marcadores. Es interesante remarcar que en
las tres distintas filogenias se forman de manera clara los 6 distintos grupos
de Bacillus. Con el marcador 16S rRNA se observan dos grandes grupos
(Fig. 2), el primero de ellos agrupa a todas las especies de Cuatro Ciénegas
aisladas de ambientes acuaticos, las cuales tienen afinidad con especies
aisladas del mar de Corea (B. marisflavi, B, aquimaris y B. viethamensis);
mientras, en el segundo grupo se observa al grupo VI, llamado Hor el cual, la
mayoria de los individuos se aislaron del suelo.

Considerando al marcador recA se observan al igual que con el gen
ribosomal los seis distintos grupos. Sin embargo la distribucion de estos
grupos dentro del arbol es distinta (Fig. 5). El grupo Coa forma un grupo
separado al de los demas grupos, incluso esta mayormente relacionado con
la especie que se consideré como grupo externo (Exiguobacterium sp.).
Asimismo los individuos m3-9 y n3-1.6 que en el arbol del gen ribosomal
forman parte de la especie Lgn, con este marcador aparecen como un grupo
aparte y muy distante. Respecto al marcador gItX la topologia general se
conserva y es muy semejante al del gen 16S rRNA, los miembros del grupo
Hor forman un grupo muy distante con respecto al los otros cinco grupos.
Tanto el marcador recA como gltX presentaron muy poca variacion cuando se
compara con el 16S rRNA; para los dos marcadores solo se encontraron 15
haplotipos, siendo el grupo Hor el que mayor numero de filotipos presento.
Por otro lado, para el caso del gen gltX los grupos Coa, Lgm, Lgn y Mez
resultaron ser monomoérficas mientras que para recA solo la poblacién Lgm

presento un solo haplotipo.
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Variacion genética

En todas las poblaciones se encontré una estructura clonal con una baja
diversidad genética. En la tabla 1 se muestran los distintos parametros de
genética de poblaciones para los tres distintos marcadores moleculares en
las distintas poblaciones. El marcador molecular que mayor polimorfismo
presento fue el 16S rRNA, observando 33 haplotipos en total. Para este gen
el grupo que mayor numero de haplotipos presento fue Hor con 11 de un total
de 15 individuos. En tanto los marcadores recA vy gltX, presentaron solo 15
haplotipos cada uno. En los dos genes el grupo Hor presento 5 y 7 variantes
respectivamente. Los valores de 11 y 6,, fueron bajos para todos los grupos y
todos los marcadores. En general los valores mas altos de 1 se observaron
en la poblacion Hor para los tres distintos marcadores, en tanto el grupo que
menor diversidad se observo fue Lgm, con valores de 0.002 para 16S rRNA 'y
de 0 para recA y gltX.

Los analisis de D de Tajima (Tabla 1) para contrastar la hipétesis de un
modelo neutro indican que la mayoria de las poblaciones estan sometidas a
seleccion purificadora, encontrando valores negativos, sin embargo solo
cuatro valores fueron estadisticamente distintos de 0. El grupo Lgm y Hor
para el gen 16S rRNA presentaron valores de -2.00 y -1.84, mientras que
Lgn en recA y Hor en gItX se observaron valores de -1.52 y -1.94
respectivamente. Cuando el analisis de seleccion se hace tomando en cuenta
los 55 individuos como una sola poblacién se observan valores positivos,
aunque estos no son estadisticamente distintos de 0.

Los analisis de diferenciacién genética basados en el estadistico Fst
sugieren una alta estructuracion genética. La ausencia de alelos compartidos
entre las poblaciones hace que se observen valores cercanos a 1. Los
valores que mas se alejan de 1 son las comparaciones de los grupos Mez-
Lgn con 0.57 con el gen 16S rRNA, y Mez-Lgn y Lgn-Hor con valores de 0.41
y 0.52 respectivamente con el gen recA.

Finalmente, los analisis de recombinacién mediante las pruebas de split
decomposition mostraron una ausencia de recombinacion dentro y entre los
grupos (Fig. 7). En la mayoria de los arboles se observd que las

ramificaciones no presentan reticulaciones, lo que indicaria una posible senal



de recombinacion. Solo en el grupo Mez con recA, y Lgn y Lgm con 16S
rRNA se observa una sola reticulacién por arbol, sin embargo entre todas las
demas ramas hay un comportamiento clonal. En la mayoria de los grupos de

los marcadores gltX y recA solo aparece una sola linea.

Ordenamiento de datos por individuo y correlacién de matrices

A partir de las diferentes fuentes de descripcion de los grupos del género
Bacillus se estructuraron los datos en forma de matrices para finalmente
formar una matriz promedio. Los resultados de esa matriz aparecen en la
figura 8a, la cual fue sometida a un analisis de componentes principales de
dos dimensiones. Estos resultados indican que hay una perfecta delimitacion
entres los 6 grupos analizados. El grupo mas distante entre ellos es Hor,
mientras que los grupos Lgm, Viet y Mez estan muy cercanos entre si. Los
dos individuos de las dos especies mas cercanas a los grupos acuaticos de
Bacillus de Cuatro Ciénegas también aparecen muy cerca del grupo Lgm y
Mez. Con respecto a los indiduos, solo aquellos pertenecientes al grupo Lgn'y
Hor restan muy dispersos entre si, lo que indica que hay una gran diferencia
entre ellos de acuerdo a los distintos atributos que se tomaron en cuenta. Por
ejemplo los individuos n5-1.1, s5-2, n3-1.6, n2-1.5 y n3-1.5, tienen patrones
de Reps y un perfil bioquimico muy diferentes con respecto a los individuos
que se encuentran mas agregados. Lo mismo ocurre en el grupo Lgn con los
individuos m3-9 y n2-2.15, los cuales se alejan de los restantes individuos a
consecuencia de presentar diferencias en la genotipificacion 'y
fenotipificacion. De manera similar para el grupo Coa ocurre que el individuo
m4-4 se aleja de manera significativa de los restantes 5 aislados, la razon es

que este presenta un perfil bioquimico completamente distinto al del resto del

grupo.



Tabla 1. Parametros relacionados con la estructura genética de 6 distintos grupos del género
Bacillus, usando tres distintos marcadores moleculares. Se observa una baja diversidad

genética en todos los grupos.

N H P n ow D
Poblacion 16S rRNA
Lgm 12 7 15 0.002 0.004 -2.00*
Mez 10 8 108 0.01 0.009 -0.83
Lgn 6 5 14 0.005 0.006 -0.86
Coa 5 5 21 0.006 0.007 -1.23
Vie 4 4 15 0.009 0.001 0
Hor 16 11 85 0.01 0.015 -1.84%*
Total 55 33 154 0.04 0.037 0.30
Poblacion recA
Lgm 12 1 0 0 0 0
Mez 10 5 19 0.008 0.007 -1.35
Lgn 6 2 47 0.03 0.042 -1.52
Coa 5 1 0 0 0 0
Vie 4 1 0 0 0 0
Hor 16 5 42 0.01 0.004 -1.40
Total 54 15 79 0.04 0.049 0.26
Poblacion gltX
Lgm 12 1 0 0 0 0
Mez 10 1 0 0 0 0
Lgn 6 1 0 0 0 0
Coa 5 2 1 0.002 0.002 1.22
Vie 4 2 1 0.002 0.002 -0.61
Hor 16 8 102 0.048 0.088 -1.94%*

Total 53 15 134 0.027 0.131 0.73
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Figura 7. Se muestran los andlisis de split decomposition para evidenciar eventos de
recombinacién dentro y entre los distintos grupos. En todos los casos se observa que las

poblaciones del género Bacillus son basicamente clonales.



Con respecto a la correlacidon pareada de matrices se observé que los valores
mas altos se encontraron cuando las comparaciones se hacen entre los datos
filogenéticos, es decir, entre 16S rRNA, recA y gltX. Por ejemplo el valor mas
bajo dentro de esta division que es de 0.50 se observa cuando se comparan
16S rRNA con recA, mientras que el mas alto fue entre recA con gItX con
0.71. Por otro lado, los valores de correlacion mas bajos se dieron entre los
caracteres fenotipicos con los marcadores moleculares con valores que van
de 0.23 a 0.37 se compara con 16S rRNA vy gltX respectivamente. En tanto la
matriz obtenida a partir de la genotipificacion por Reps presentaron una
correlacion media con valores de 0.43 a 0.61 cuando se compara con la
fenotipificacion y gItX en ese orden. En la figura 8 aparecen de manera
grafica las relaciones entre las distintas matrices. El tamafio de las esferas
corresponden al total de variantes de cada una de las matrices, por ejemplo,
la esfera mas grande que es la de fenotipificacion por pruebas bioquimicas
tuvo 39 distintas variantes de 55 posibles. En tanto la esfera mas pequefia
que corresponde a la matriz de gItX solo presento 15 haplotipos de 55

posibles.
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Figura 8. Analisis de ordenamiento de datos mediante el método de componentes
principales y correlacion de matrices pareadas mediante el estadistico de Pearson. Por un
lado se muestran los 55 individuos estructurados en 6 diferentes grupos, en tanto la

correlacion de matrices indica que las herramientas bioquimicas y genotipicas son muy

distintas respecto a las herramientas filogenéticas.




DISCUSION

Evidenciando el proceso de especiacion para poder describir especies
Tedricamente, hay dos ideas encontradas que se relacionan con los procesos
de diversificacion en bacterias (Nesbo et al., 2006). La primera supone que la
recombinacion homologa es la fuerza que dirige la divergencia entre las
especies, asi, mientras menor frecuente sea la recombinacién homodloga,
mayor sera el grado de divergencia, y mayor la posibilidad de que se origine
una nueva especie. (Istock et al., 1992; Souza et al., 1992; Liu et al., 1998;
Suerbaum et al., 1998; Silva et al., 1999; Baker et al., 2000; Maynard-Smith et
al., 2000; Frandsen et al., 2001; Vinuesa et al., 2005). La segunda supone
que no hay recombinacion homdéloga y que las poblaciones son basicamente
clonales; la divergencia se da como un resultado de la seleccidén periddica
que actua eliminando o manteniendo las variantes originadas por mutaciones
puntuales, seguida por un proceso de diversificacidn por colonizacién o
desplazamiento de nicho (Robert y Cohan, 1995; Feil et al., 1999, 2000;
Cohan, 2001, 2002). Otra tercera idea asume que la diversificacion vy
diferenciacion de los procariontes esta fuertemente relacionada con la
recombinacién no homoéloga (Gogarten y Townsend, 2005). En este caso la
adquisicién de nuevas funciones producto de la transferencia horizontal de
genes puede ocasionar la colonizacion de nuevos ambientes y
consecuentemente la divergencia con respecto al grupo ancestral (Gogarten
y Olendzenski, 1999; Jain et al., 1999; Ochman et al., 2000; Gogarten y
Townsend, 2005).

Para hacer una descripcion y delimitacion de las especies bacterianas
tenemos que saber como se lleva a cabo el proceso de especiacion y sobre
todo definir las barreras que limitan el intercambio de genes en las
poblaciones y que promueven la divergencia entre los procariontes (Nesbo et
al., 2006; Retchless y Lawrence, 2007: Fraser et al., 2007). Las barreras que
promueven esta diversificacion en el caso de grupos clonales es la
especializacion de los ecotipos a un nuevo ambiente (Cohan, 2002),
mientras, en grupos de bacterias con cierto grado de intercambio genético es
la reduccion de eventos de recombinacion homdloga (Hanage et al., 2005).

Esta reduccion es causada basicamente por tres factores: cambio en la



especificidad de vectores como bacteriéfagos; aislamiento ecolégico o
geografico y/o (Whitaker, 2006) una reduccion en la recombinaciéon homologa
debido a divergencia en las secuencias (Nesbo et al., 2006).

Es claro que si queremos hacer un sistema natural de clasificacion en
procariontes, necesitamos que los métodos para reconocer y delimitar
especies traten de evidenciar los mecanismos que promueven su
diversificacion (Cohan, 2006). Al mismo tiempo necesitamos que estos
métodos sean reproducibles y de facil manejo de tal manera que resulte
practica su aplicacion. En este sentido se requieren métodos que reconozcan,
describan y delimiten a las unidades evolutivas de una manera sumamente
practica, en otras palabras, un sistema de clasificacién natural pero al mismo
tiempo practico. En la actualidad, contamos con las herramientas teoricas y
practicas para llevar a cabo metodologias que se apeguen mas a describir a

las especies de procariontes.

Métodos para delimitar unidades evolutivas
Uno de los métodos clave para entender como evolucionan y como divergen
las especies es la genética de poblaciones (Templeton, 1998; Vinuesa et al.,
2005). Las herramientas de esta area permiten conocer como se estructuran
las poblaciones a nivel genético, aportando entre otros datos los relacionados
a la frecuencia e importancia de flujo de genes, de la distribucién de las
variantes alélicas dentro y entre las poblaciones, el impacto que tiene la
seleccién en determinados genes, y por supuesto la diversidad genética de
las poblaciones en estudio. Estadisticos basados en reconocer el grado de
recombinacién (desequilibrio de ligamiento, incongruencia entre los sitios
informativos, distribucion de los polimorfismos), el grado de diferenciacion
genética (Fst, Gst), las distintas pruebas de seleccion y los estimadores para
medir diversidad a nivel de secuencia (n y 0), son claves para entender la
diversificacién de los procariontes. En otras palabras, mediante el uso de la
genética de poblaciones podemos reconocer el grado de entrecruzamiento
entre los individuos y llegar a reconocer a las especies bioldgicas siguiendo
las ideas de Mayr (1942) y Dobzhansky (1937): los individuos con capacidad
de entrecruzarse seran considerados como de la misma especie. Para hacer

un estudio de este tipo se pueden usar secuencias de genes funcionales,



secuencias no codificantes e incluso otro tipo de técnicas que permitan
reconocer variantes de un mismo marcador molecular (Istock et al., 1996).
Asimismo y de manera muy importante, un estudio de genética de
poblaciones necesita el analisis de varios individuos para que se pueda hacer
una comparacion entre ellos y se puedan medir los correspondientes
parametros. Un aspecto de la sistematica bacteriana que contradice este tipo
de andlisis es la forma en que se describen especies, ya que solo se
necesita un aislado para llevar a cabo tal descripcion. En un estudio reciente
encontramos que casi un 35% de las especies procariontes han sido
descritas con uno o dos aislados. En algunos trabajos se ha manejado la
importancia de describir a las especies con mas de un individuo, e incluso se
ha propuesto como requisito para publicar nuevas especies (Mayden, 1997;
Stackebrandt et al., 2002), sin embargo hasta la fecha no se ha difundido esta
idea. En este trabajo se hizo la descripcion usando varios aislados por
especie: en total se analizaron 55 individuos agrupados a priori en 6 distintas
especies.

Otra de las metodologias que se podria aplicar teniendo varios individuos o
incluso varias poblaciones que a priori puedan ser de la misma especie es
hacer analisis fenotipicos, y genotipicos y compararlos con el ambiente en el
que viven (Ward et al., 2006). De manera clasica las descripciones para
proponer una nueva especie, hacen un estudio formal del fenotipo mediante
pruebas bioquimicas, morfolégicas y de crecimiento diferencial. Sin embargo,
en ningun caso se hace referencia o se correlaciona con el ambiente en
donde fue aislado ese individuo (Cerritos et al., en proceso). En este caso, se
propone hacer analisis de tipo ecofisiolégico en donde de manera empirica
se plantee una hipotesis de tipo adaptacionista en donde el fenotipo pueda
ser correlacionado con algun o algunos factores ambientales. Hacer este tipo
de correlaciones para delimitar especies, tal y como lo afirma Templeton
(1998), es muy complejo sobre todo por las implicaciones estadisticas que
resultarian de comparar todas las posibles variables ambientales con todas
las posibles caracteristicas fenotipicas. Sin embargo, en la actualidad
contamos con una serie de pistas para determinados grupos bacterianos en
donde hay correlaciones muy marcadas entre el fenotipo y el ambiente (Ward

et al., 1998; Ward, 2006). Lo equivalente a este tipo de correlacién es lo que



van Valen (1978) descubrio cuando formuld el concepto ecologico de
especie: un grupo de individuos que tienen un nicho ecoldgico diferente con
respecto al de otros grupos estrechamente emparentados. La idea en este
sentido es aplicar este concepto y esta metodologia para el grupo de los
procariontes.

Aunado a estas dos metodologias y de acuerdo a lo expuesto en otros
trabajos, para conocer la filogenia de las especies es necesario usar varios
marcadores moleculares (Felsenstein, 1985; Avise, 2000; O'Donell et al;
1998; Franzot et al., 1999; Taylor et al.,, 2000; Hanage et al., 2006). En la
actualidad, el unico marcador que se usa para reconocer las relaciones
filogenéticas en bacterias es el gen 16S rRNA (Vandamme et al., 1996). El
uso de varios marcadores permite reconocer la congruencia en la historia
evolutiva de los genes, asi pues, si varios marcadores moleculares presentan
la misma historia es muy probable que esa misma dinamica se siga en la
mayoria de los genes y por lo tanto se podra proponer esa filogenia como
unica para esa especie. Existen varios métodos para comprobar la
congruencia entre las filogenias, asimismo existen diversos programas de
computo que nos permiten hacer comparaciones entre ellas de una manera
sencilla y clara (Leconitre et al., 1998; Rokas et al., 2003). El uso del
concepto filogenético de especie se aplica en este caso: cuando todos los
individuos comparten la misma historia evolutiva se pueden definir como una
misma especie.

Estas tres metodologias en conjunto con los criterios actuales para
delimitar y describir especies se tendrian que desarrollar de manera
sistematica, de tal manera que toda esta informacion se pueda sintetizar para
conocer la historia natural de manera mas profunda de las especies
procariontes. De igual manera todas estas distintas fuentes de informacién
descriptivas de las especies pueden ser correlacionadas con la finalidad de
encontrar patrones para determinados grupos de procariontes (Fig. 8).

En la actualidad existen varios trabajos que intentan delimitar especies
bacterianas a través de uso de este tipo de metodologias. Vinuesa et al.
(2005) haciendo un estudio de genética de poblaciones y un analisis
filogenético usando varios marcadores moleculares en tres grupos del género

Bradirhizobium pudo delimitar perfectamente las distintas unidades



evolutivas. Hanage et al. (2005) haciendo un analisis de Multilocus Sequence
Tiping (MLST) usando siete distintos marcadores moleculares en tres grupos
del género Neisseria resolvieron la genealogia de las especie. Ademas, estos
autores proponen que para resolver la filogenia de las especies es necesario
hacer un analisis concatenado de una gran cantidad de marcadores
moleculares y tener un gran numero de individuos. Por otro lado Nesbo et al.
(2005) haciendo un analisis de varias regiones del genoma de ocho
individuos del género Termothoga encuentra que a pesar de las diferencias
fisiologicas, de contenido de genes y de las diferencias en el gen 16S rRNA
existen senales de recombinacion. Estos autores proponen que la
recombinacién por si misma no debe de ser tomada como unico parametro

para delinear especies.

El caso de los 55 Bacillus de Cuatro Ciénegas

Desde hace mas de 15 afos se cuestionaba el uso de la regla del 97% de
diferencia en el gen 16S rRNA como regla universal para delimitar especies,
sobre todo en algunos grupos de bacterias. (Robert y Cohan, 1995). En una
gran cantidad de casos se encuentra que aislados de la misma especie
presentan diferencias ecolégicas muy distintas entre ellos (Balmentti y
Piffaretti, 1996; Roberts y Cohan, 1995; Roberts et al., 1996; Nakamura et al.,
1999). El género Bacillus y algunos géneros de la clase actinobacteria
presentan este problema. En el caso del género Bacillus se demostré que
tres aislados que presentan una similitud del 99.5 % tienen una dinamica
evolutiva muy distinta entre ellos, por lo cual pueden ser considerados como
especies distintas (Fox et al., 1992: Palas et al., 2000). Asimismo, para
bacterias del grupo Actinobacteria se ha demostrado que aislados que
presentan un 100% de similitud en esta secuencia han diversificado en
algunos caracteres fisiolégicos, como respuesta a ambientes diferenciales
(Nedwell et al., 2004; Hahn y Pockl, 2005). Palys et al. (2000) encuentra que
Bacillus psychrophilus y B. globisporus tienen una similitud en la secuencia
del gen ribosomal de casi 99% y sin embargo presentan diferencias
ecofisiolégicas muy marcadas entre ellos. Estos autores proponen que para
este grupo es necesario la utilizacion de genes codificantes que presenten

una divergencia mayor que los genes ribosomales. Fox et al (1992) propone



que esta metodologia basada en las diferencias en los genes ribosomales
puede ser muy limitada sobre todo en grupos que recientemente han
diversificado.

Varios aislados de los 55 que se analizaron presentan este mismo
problema. Caso particular es el que se presenta en el grupo Coa, en donde
los cinco aislados presentan una similitud en la secuencia del 16S rRNA de
mas del 99.5% y sin embargo, tienen un perfil morfofisiolégico muy distinto.
De este grupo, el aislado m4-4 (cepa tipo) que fue descrito como una nueva
especie llamada B. coahuilensis (Cerritos et al., en prensa) tiene la
particularidad de carecer de la mayoria de los genes de degradacién de
fuentes de carbono, principalmente de azucares. Sin embargo, las cepas que
por el criterio del 97% podrian pertenecer a la misma especie (m2-6, m2-9,
p1.1.43 y n1.1.11) pueden degradar la mayoria de las fuentes de carbono
probadas. La cepa tipo m4-4 fue aislada de un sitio distinto al de las otras
cepas, donde las condiciones ambientales (pH, temperatura, conductividad,
concentracion de oxigeno disuelto) son muy distintas y donde posiblemente
los recursos también pueden ser diferenciales entre sitios. Ademas y de
manera muy interesante, Alcaraz et al (en prensa) al secuenciar el genoma
completo de la cepa m4-4 encontraron varias sefiales de transferencia
horizontal, particularmente de genes que son funcionales y que presentan
una ventaja adaptativa importante en el ambiente oligotrofico de Cuatro
Ciénegas. Es posible que el mecanismo por el cual, esta especie adquiere
nuevos genes sea la tranformacién. En ese sentido este mecanismo junto con
la transduccion pueden ser relevantes en dirigir la dinamica evolutiva no solo
de esta especie, sino de la mayoria de los grupos bacterianos del sitio. Esta
serie de diferencias dentro del grupo Coa sugiere que todas las cepas
pueden ser consideradas como especies distintas, sobre todo porque no se
evidenciaron senales de recombinacién y tienen un perfil fenotipico muy
diferente entre ellas. Por otro lado, se sugiere que se lleven a cabo otros
analisis donde se aumente el tamafio de muestra y sobre todo se usen
marcadores moleculares que presenten mayor grado de polimorfismo.

Caso contrario ocurre con el grupo Lgm, Viet y Mez, donde la mayoria de
las cepas tienen una correspondencia entre fenotipo, genotipo y su filogenia.

(Fig. 8). En estos grupos los aislados presentan diferencias muy pequefias en



todas las formas de descripcidn que se usaron. En este sentido podriamos
decir que todos los aislados que corresponden a cada uno de los grupos se
pueden consideran como una sola especie. Aunque, por otro lado, los analisis
de genética de poblaciones, particularmente los relacionados a
recombinacién homologa demuestran que esta es muy rara dentro de estos
grupos y por lo tanto, se podria afirmar que todo individuo que presente un
nuevo alelo en la poblacién puede en el limite ser considerada como una
nueva unidad evolutiva. De manera general se puede decir que todos los seis
grupos analizados son individuos clénales con ausencia de recombinacion
homodloga pero con una gran variacién fenotipica, en algunos grupos. Este
modelo se ajusta al propuesto por Cohan (2002), que sefiala que las
poblaciones bacterianas evolucionan y divergen basicamente cuando la
seleccion periddica actua sobre las variantes deletereas o semideletereas
originadas como producto de la mutacion, purgandola y manteniendo esas
mutaciones que sean de tipo neutro. Solo una mutacion benéfica puede
provocar que ese nuevo genotipo pueda colonizar un ambiente distinto y
eventualmente originar un nuevo ecotipo al que se le puede llamar como una
nueva especie, o en su defecto desplazar al genotipo ancestral por

competencia y por accidon de la seleccion periodica.

Conclusién

En este trabajo se propone desarrollar una nueva descripcion de las
especies bacterianas basado en métodos que introduzcan el conocimiento
de aspectos bioldgicos claves en la evolucién y diversificacion de los
organismos. La estructura genética de los individuos, los aspectos
ecofisiolégicos y una filogenia mucho mas robusta usando varios marcadores
moleculares es en sintesis lo que se propone desarrollar dentro de cualquier
descripcion de una especie. Esta nueva forma de descripcion abre un
panorama mas cercano para entender la dinamica evolutiva que siguen los
organismos procariontes y mas aun, pretende crear un vinculo entre la
sistematica bacteriana con la biologia evolutiva y la ecologia microbiana. En
otras palabras, se pretende que los estudios descriptivos de las especies
sirvan a su vez para entender los procesos de divergencia, especiacion,

diversificacidén de los procariontes y por supuesto, la influencia que tienen las



condiciones y recursos del ambiente en dirigir tales procesos. En el caso
particular de las seis distintas especies analizadas del valle de Cuatro
Ciénegas y de acuerdo a los resultados de las correlaciones de las distintas
matrices (Fig 8) se puede mencionar que: son unidades basicamente
clonales, pero con una gran diversidad fenotipica muy probablemente como
resultado de eventos de transferencia horizontal de genes y/o perdida de
genes; esta diferencia fenotipica pude estar asociada a presiones
diferenciales del ambiente; la baja diversidad genética encontrada en los
grupos sugiere una reciente divergencia entre ellos; hay congruencia entre
las distintas filogenias; la divergencia fenotipica es mucho mas rapida que la
genotipica, la cual se puede explicar como resultado de la transferencia
horizontal.

Muchas de estas ideas acerca de la dinamica evolutiva que siguen estas
especies de Bacillus no son concluyentes y por supuesto requieren de
métodos mas sofisticados para reafirmarlos. Los analisis a nivel gendmico,
correlaciones mas robustas entre el ambiente y los caracteres de los
organismos, asi como la implementacion de nuevas tecnicas para cultivar y
aislar a los distintos grupos bacterianos son algunos de estos metodos a
seguir. Como se menciond al inicio, en la actualidad podemos accesar a este
tipo de herramientas para poder descifrar esta dinamica y la sistematica
bacteriana tendria también que incluirlos dentro de su programa

metodoldgico.
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A moderately halophilic, Gram-positive and rod-shaped bacterium, strain m4-4", was isolated
from a Chihuahuan desert lagoon in Cuatro Ciénegas, Coahuila, Mexico. Strain m4-4" was found
to grow optimally at 30—-37 °C, pH 7.0-8.0 and 5% NaCl and to tolerate from 0.5 % to 10 %
NaCl. It was shown to be aerobic. The genomic DNA G+ C content was about 37 mol%. Strain
m4-47 exhibited minimal or no growth on most sugars tested. lts major cellular fatty acids were
Ci4:00 Ci6:0 and Cqg.1. Based on phylogenetic analysis of 16S rRNA and recA gene
sequences, we observed that the closest relatives of the isolate are moderately halophilic Bacillus
species, with 16S rRNA gene sequence similarity ranging from 96.6 to 97.4 % (Bacillus
marisflavi, Bacillus aquimaris and Bacillus vietnamensis). Additionally, using genomic data it was
determined that the type strain contains a total of nine rRNA operons with three slightly different
sequences. On the basis of phenotypic and molecular properties, strain m4-4' represents a novel

species within the genus Bacillus, for which the name Bacillus coahuilensis sp. nov. is
proposed, with the type strain m4-47 (=NRRL B-41737" =CECT 7197").

A number of halophilic and moderately halotolerant,
Gram-positive, endospore-forming aquatic isolates in the
genus Bacillus have been described. A large number of
them have been isolated from marine environments
(Siefert et al., 2000; Yoon et al, 2003, 2004; Noguchi
et al., 2004; Yoon & Oh, 2005; Lee et al., 2006). However,
little is known about species inhabiting non-marine, high
salinity aquatic environments (Lim et al., 2006; Souza et al.,

GenBank/EMBL/DDBJ accession numbers for the 16S rRNA gene
sequences: m4-4T, EF014450, EFO14451 and EF014452; and the
recA gene sequences: m4-4T, EF014455: B. marisflavi TF-11,
EF014457; B. vietnamensis NRIC 0530, EF014458; B. vietnamensis
NRIC 05317, EFO14459; B. vietnamensis NRIC 0532, EFO14460; B.
vietnamensis NRIC 0533, EF014461.

Photomicrographs of Bacillus coahuilensis m4-4T, a phylogenetic tree of
the recA sequences of m4-4T and other bacilli and a table showing the
fatty acid composition of m4-4" are available with the online version of
this paper.

2006). In this study, the Bacillus strain m4-4T was isolated
in August 2003 from a desiccation lagoon in the Churince
system, a hydrological system on the western side of the
Cuatro Ciénegas Valley in Coahuila, Mexico (26° 50.830'N,
102° 09.335'W).

Strain m4-4" was analysed using taxonomic and biochem-
ical methods. Two markers were used for phylogenetic
reconstruction (16S rRNA and recA gene sequences).
Studies have shown that more robust results are obtained
when additional markers such as housekeeping genes are
used, especially in closely related isolates (Stackebrandt
et al., 2002; Zeigler, 2003). We determined the phylogenetic
affiliation of the isolate m4-4" by means of 16S rRNA gene
phylogeny reconstruction and determined its taxonomic
status as a representative of a novel species by using a
polyphasic approach. The study also included genomic
analysis to determine environmental genome size and
diversity of ribosomal operons.

64959 © 2008 IUMS  Printed in Great Britain
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Strain m4-4" was isolated from surface water samples that
were taken and placed in sterile flasks. These were subjected
to a shock temperature of 80 °C for 20 min by means of
damp heat (Istock et al., 2001). Subsequently, 1:100 and
1:1000 dilutions were made. Aliquots (100 pl) from each
dilution, as well as from the original water samples, were
placed in Petri dishes with marine agar 2216 medium (MA;
Difco) and incubated at 37 °C for 2 days. Cultures were
purified by subculturing on the same medium and
maintained at —80 "C in 5% MA and 15 % (w/v) glycerol.

We studied the cell morphology and sporulation process
for strain m4-4" using phase-contrast microscopy. Cells
were negatively stained with 1 % (w/v) malachite green and
contrasted with 1% (w/v) safranine. Characterization of
strain m4-4" included the study of cultural, physiological
and biochemical parameters. Single carbon source assim-
ilation tests were performed in MA (4 g17'), replacing the
yeast extract and peptone with the main carbon source.
Nitrate reduction was determined as described by Lanyi
(1987) in the presence and absence of 3% (w/v) NaCL
Growth at different temperatures was measured on MA
between 30 and 50 °C. Urease activity was determined as
described previously by Cowan & Steel (1965).

For quantitative analysis of whole-cell fatty acids, strain
m4-4" was cultivated on MA for 2 days at 37 °C. The
whole-cell fatty acid composition was determined by using
a gas chromatograph (model 5890; Hewlett Packard)
equipped with a capillary column HP-5MS (30 m x
0.25 mm i.d.; 0.25 pm film thickness) coupled to a mass
spectrometer detector (model 5972; Hewlett Packard).
Operating conditions were an injection temperature of

1500 °C for 3 min, increasing at the rate of 40 °C min~' to
a final temperature of 3000 °C, which was maintained for
20 min. Helium was used as carrier gas with a constant
flow of 1 ml min~'. Fatty acid methyl esters were identified
using the mass spectral library search (NIST MS Data Base)
distributed by the National Institute of Standards and
Technology (NIST).

A combination of Sanger (Nunally, 2005) and 454 Life
Sciences sequencing methods (Margulies et al., 2005) were
used to sequence the m4-4" genome, as described by
Alcaraz et al. (2008). The genome sequencing found nine
ribosomal operons; three of them had slight differences,
giving sequences m4-4a, b and ¢ (Fig. 1). The G+C
content was obtained directly by genomic analysis.

The 16S rRNA gene was amplified using the 27F and 1492R
primers under conditions described previously (Lane,
1991) in 100 pl final volume. The recA gene was chosen
for sequencing and phylogenetic analysis. Oligonucleotide
primers were designed using the recA genes of the complete
genomes of Bacillus strains reported in GenBank. These
primers extended from position 28 to 48 (5'-GATCG-
TCARGCAGSCYTWGAT-3") and from position 583 to
602 (5'-TTWCCRACCATAACSCCRAC-3'), vyielding a
574 bp product. PCR mixtures (25 pl) were prepared with
1 U Taq polymerase (Roche), 2.5 mM MgCl,, 1 mM
dNTPs, 2 uM each recA primer and 1 pl DNA (25-
100 ng pl~"). The PCR program was one cycle of initial
denaturation at 95 °C for 5 min, 30 cycles of denaturation
at 95 °C for 30 s, annealing at 45 °C for 30 s and extension
at 72 °C for 60 s, and a final extension cycle at 72 °C for
5 min. PCR products were purified using a gel extraction

79 B. benzoevorans DSM5391T (D78311)

B. circulans IAM 124627 (D78312)

B. firmus 1AM 124647 (D16268)

B. lentus |AM 124667 (D16272)

B. methanolicus NCIMB 131137 (X64465)
B. jeotgali KCCM41040T (AF221061)

B. fumarioli LMG 17489" (AJ2500586)
B. oleronius DSM 93567 (X82492)

0.01

B. megaterium 1AM 134187 (D16273)

B. cohnii DSM 63077 (X76437)

B. halmapalus DSM 87237 (X76447)
94 B. horikoshii DSM 87197 (X76443)
69| m4-4b CECT 71977 (EF014451)

md-4c CECT 71977 (EF014452)

m4-4a CECT 71977 (EF014450)

B. seohaeanensis DSM 164647 (AYB67495)
B. marisflavi KCCM 415887 (AF483624)

B. aquimaris KCCM41589" (AF483625)

95 B. vietnamensis JCM 111247 (AB099708)

B. pumilus NCDO 17667 (X60637)
W’_FB. subtilis NCDO 17687 (X60646)
79 B. licheniformis DSM 137 (X68416)
Virgibacillus koreensis JCM 123877 (AY616012)

4|:B.pseudoﬁrmus DSM 87157 (X76439)
98 B. halodurans DSM 4977 (AJ302709)

61

— B. coagulans JCM22577 (D78313)
100L— B padius ATCC 145747 (D78310)

Exiguobacterium oxidotolerans JCM 122807 (AB105164)

Fig. 1. Unrooted phylogenetic tree using the
neighbour-joining method and derived from the
analysis of the 16S rRNA gene sequences of
strain m4-4" and other representative Bacillus
strains. Numbers next to the branches repres-
ent bootstrap values expressed as percentages
of 2500 replications; only values greater than
709% are indicated. GenBank accession num-
bers of sequences are shown in parentheses.
Bar, 0.01 substitutions per nucleotide position.
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DNA kit (Qiagen). For the 16S rRNA gene, a fragment of
approximately 1400 bp was sequenced with the primer set
reported previously (Sacchi et al., 2002). For the recA gene,
a 450 bp segment was sequenced from strain m4-4', B.
marisflavi TE-11" and from four isolates of B. vietnamensis
(NRIC 0530, 05317, 0532 and 0533). The sequencing
reaction had a total volume of 15 pl consisting of 2 pl Big
Dye Terminator sequencing buffer (Applied Biosystems),
1.6 uM primer and 5 pl purified amplified product. The
amplification conditions were as follows: one cycle of
5 min at 95 °C, and 45 cycles of 10 s at 95 °C, 10 s at 50 °C
and 4 min at 60 “C. Sequencing was done in a capillary
sequencer (ABI-Avant 100). Sequences (GenBank accession
numbers EF014450-EF014452, EF014455 and EF014457—
EF014461) were manually edited with the BioEdit program
(Hall, 1999). In the case of the 16S rRNA gene sequences,
isolate identities were established by comparing the

sequences obtained with the Ribosomal Database Project
and the NCBI databases. Phylogenetic reconstruction for
the recA gene was done using seven complete genomes of
Bacillus strains reported in the NCBI database. Sequences
were aligned using the cLUSTAL w program (Thompson
et al., 1994). Phylogenetic reconstruction for the 16S rRNA
and recA genes was done using the neighbour-joining
algorithm with Kimura two-parameter distances, as
implemented in MEGA3 (Kumar et al., 2004).

Strain m4-4" was subjected to morphological and physio-
logical tests that showed significant differences with respect
to other closely related Bacillus species (Table 1). Strain
m4-4" grew on only three carbon sources (starch, glycerol
and trehalose). Cells were rod-shaped, approximately 0.5—
0.7 pm in diameter and 1.5-3 pum in length after 2 days of
cultivation at 37 °C (Supplementary Fig. S1, available in

Table 1. Differential characteristics of strain m4-4" and closely related strains

Strains: 1, m4-4'; 2, B. marisflavi JCM 11544%; 3, B. aquimaris JCM 11545%; 4, B. vietnamensis NRIC 0531". The four strains were positive for
utilization of starch, glycerol, L-glutamine, citrate, trehalose and fumarate. All strains were negative for nitrate reduction, H,S and urease.

Characteristic 1

2 3 4

Spore position* ¢
Colony colourt LY
Utilization of:
D-Mannose -
Raffinose -
Sucrose -
D-Glucose -
Lactose -
Arabinose -
Dulcitol -
Fructose -
Adonitol -
D-Sorbitol -
Salicin -
D-Mannitol -
D-Xylose -
L-Rhamnose -
Optimal temperature for growth (°C) 30-37
Growth at 45 °C -
Optimal pH for growth 7.0-80
Growth at:
pH 4.5 -
pH 9.0 +
NaCl for growth (% w/v):
Optimum 5
Maximum 10
Major cellular fatty acids (% of total) Cis.0 (29.4 %),
Cis:0 (22.3 %),
Cis.1 (15.2%)
DNA G+ C content (mol%) 37

ai-Cis.0 (27.7 %),

sorcC C
PY PO

o

++ 4+ + A+t
e i e e s
++ A+t

+
+

30-37 30-37 30-40
6.0-8.0 6.0-7.0 6.0-8.0

J’_ p— —
+ - +

5 9 5
10 15 15

i-Cis.0 (46.9%), ai-Cs.o (48.3 %),

i-Cus.0 (22.9%), ai-Cis.0 (22.2%), i-Cus.0 (16.2%),

i-Cra.0 (9.1%) i-Cra.0 (6.5%) ai-Cp7.o (13.6 %)
49 38 44

*c, Central; s, subterminal.
try, Light yellow; o, orange; PO, pale orange; Py, pale yellow.
}i, iso; ai, anteiso.

http://ijs.sgmjournals.org
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IJSEM Online). The G+ C content of 37 mol% for strain
m4-4" is significantly different from that for B. marisflavi
(49 mol%) and B. vietnamensis (43—44 mol%), but not
from that for B. aquimaris (38 mol%).

The major cellular fatty acids of strain m4-4T were Cyy.0
(29.4 %), Cig.0 (22.3 %), Ci5.1 (15.2%) and Cy5.4 (7.9 %).
Fatty acids occurring in minor amounts were C;.
(1.3%), anteiso-C;7., (4.7 %) and anteiso-C;s5., (4.8 %)
(Supplementary Table S1). Fatty acids profile comparisons
between strain m4-4" and other species of the genus
Bacillus reveal significant differences (Table 1).

16S rRNA gene sequence similarity between strain m4-4"
and type strains of other phylogenetically closely related
Bacillus species (B. marisflavi, B. aquimaris and B.
vietnamensis) ranged from 96.6 to 97.4 %. Values obtained
in this study meet widely accepted criteria for delineating
species in current bacteriology (Stackebrandt & Goebel,
1994). A 16S rRNA gene-sequence-based neighbour-join-
ing phylogeny analysis revealed that the three different
ribosomal operons of strain m4-4" formed a tight and
highly supported clade (100 % bootstrap support) nested
within a deeper cluster that comprises B. aquimaris, B.
marisflavi, B. vietnamensis and Bacillus seohaeanensis at a
bootstrap confidence level of 87 % (Fig. 1). In addition, a
recA-based neighbour-joining tree also grouped strain
m4-4" as a strongly supported monophyletic lineage
(Supplementary Fig. S2), which is distinct from the clade
comprising B. marisflavi and B. vietnamensis.

Our results show that strain m4-4" can grow in medium
containing NaCl in the range 0.5 to 10 % (w/v). From these
data we concluded that this Bacillus strain is moderately
halophilic (Ventosa et al., 1998).

In this study we described a Bacillus isolate using
biochemical and genomic data as well as phylogenetic
reconstructions involving 16S rRNA and recA gene
sequences. This approach showed that m4-4" is a member
of a distinct group within the genus Bacillus. The strain
displayed characteristics typical of Bacillus species, like
spore production and low DNA G+ C content (37 mol%).
However, the fatty acid composition for strain m4-4" is
completely different from those of other closely related
Bacillus species (Supplementary Table S1). Chains Cy4, Cy,
and C,g are characteristic for this novel isolate.
Phylogenetic analysis using 16S rRNA gene sequences
showed that the novel isolate formed a distinct clade
compared with the closely related type strains of B.
marisflavi (JCM 11544%), B. aquimaris (JCM 11545%), B.
vietnamensis (NRIC 05317) and B. seohaeanensis (DSM
16464"). Phylogenetic reconstruction using recA gene
sequences also showed that the novel isolate formed a
distinct group compared with B. marisflavi JCM 11544"
and B. vietnamensis strains NRIC 05317, 0530, 0532, and
0533. We suggest, on the basis of the data described above,
that strain m4-4" should be placed within the genus
Bacillus as a representative of a novel species, for which the
name Bacillus coahuilensis sp. nov. is proposed.

Description of Bacillus coahuilensis sp. nov.

Bacillus  coahuilensis (co.a.huilen’sis. N.L. masc. adj.
coahuilensis in reference to Coahuila, the state in Mexico
where the type strain was collected).

Vegetative cells are rod-shaped, occurring in large chains
(Supplementary Fig. Sla), approximately 0.5-0.7 pm in
diameter by 1.5-3 ym in length. Central ellipsoidal
endospores are observed in swollen sporangia and are
1.0 um wide and 1.5-1.7 pm long (Supplementary Fig. S1b,
¢). Colonies on MA are light yellow and 2-5 mm in
diameter after 2 days growth at 37 °C; they are low, convex,
circular and slightly irregular. Optimal growth temperature
is 30-37 °C and the maximum growth temperature is 45 °C.
Minimum pH for growth lies between 5.0 and 5.5, the
optimum pH for growth is between 7 and 8 and the
maximum pH for growth is 9. Acid is produced from
glycerol, but not from D-glucose or lactose. Citrate and
fumarate can be utilized. Nitrate reduction was not present.
H,S and urease are not produced. Does not utilize sucrose,
lactose, arabinose, dulcitol, fructose, adonitol, D-sorbitol,
salicin, D-mannitol, D-xylose, L-rhamnose and L-glutamine
as sole carbon and energy sources. DNA G+ C content of
the type strain is 37 mol%. Halotolerant, growing in NaCl
salt concentration from 0.5 to 10%. The major fatty acids
are Cy4.9, Ci6.0 and Cjg.,. Additionally, based on genome
analysis, strain m4-4" showed nine ribosomal operons with
three different sequences (Fig. 1).

The type strain, m4-4" (=NRRL B-41737" =CECT 7197"),
was isolated from a desiccation lagoon in the Cuatro
Ciénegas Valley in Coahuila, Mexico.
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Abstract

In this study we describe the diversity of cultivable high-temperature resistant
strains of bacteria from an environmental gradient in the Churince aquatic
system, located in the desert oasis of Cuatro Ciénegas, México. This site
originates at a spring head, traverses an intermediate lagoon, and terminates
in a seasonally variable dessication lagoon where calcium sulfate is the
dominant salt. The system characterized by concentration gradients of salinity
and oxygen with variations in pH and temperature. A total of 407 isolates were
gathered from 10 sites along the system and characterized by REP-PCR and
16S rRNA. Four environmental variables were obtained in each site including
temperature, conductivity, dissolved oxygen and pH. REP-PCR fingerprinting
analysis revealed a large number of unique genotypes at each site.
Furthermore, 16S rRNA sequences of the different REPs genotypes revealed
a large number of novel isolates of the genus Bacillus in the dessication
lagoon with affinities to marine environmental species while the intermediate
lagoon and the spring head exhibited greater diversity of novel Actinobacteria
related to continental environmental species. A Principal Component Analysis
revealed considerable differentiation among the sites in relation to species
composition and their relative abundance and a Multiple Correlation Analysis
showed that salinity is the most important factor regarding species distribution.
We conclude that the known endemic nature of macrobial life resident in
Cuatro Cienegas extends to the microbial community in the valley. These new
microbial species are a result of the environmental factors, isolation and
geology of the region and are valuable in illustrating the evolutionary process

of diversification.



Introduction

The distribution and abundance of organisms in relation to environmental
factors is a central topic of ecological studies. Although much has been written
in relation to this subject regarding animals and plants (MacArthur &
MacArthur, 1961; Fajer, 1968; Reacher, 1969), information of this type
concerning microorganisms have been recently studied.

Diversity of aquatic microorganisms like bacteria is known to be determined
by factors such as temperature, pH, oxygen concentration and salinity
(Kaartokallio et al., 2005; Ludemann et al., 2000; Princic et al., 1998; Sievert
et al.,, 1999; Sievert et al., 2000) which can also determine the genotype
distribution within species (Ferris & Ward, 1997; Laamenem et al., 2002; Hahn
& Pockl, 2005). For example, it is known that salinity can determine the
bacterial composition in continental and marine environments (Casamayor et
al., 2004; Ayadi et al., 2004; Crump et al., 2004; Demergasso et al., 2004). In
aguatic environments, oxygen concentration in combination with light intensity
along a vertical gradient produces a unique species composition, and, of
course, all of these should be considered within a temporal dimension
(Balkwill et al., 1989; Battin et al., 2001; Crump et al., 2004; Nedwell et al.,
2004). If gradients of one or more environmental conditions can be
determined precisely, and if, a particular group of bacterial diversity can also
be determined along this gradient, it will be possible to establish species-
environment correlations at that scale and within the studied group. These
types of correlations can be helpful in understanding the interaction between

species and environmental conditions not only on a distribution and



abundance level, but also regarding their physiological, ecological and genetic
interactions.

In this study we have analyzed the distribution and relative abundance of a
specific group of bacterial species along a measurable environmental
gradient. Our study site is the Churince aquatic system, found in the Valley of
Cuatro Ciénegas, Coahuila, in the Chihuahuan desert, México. The Churince
system, like many of the hydrological systems and pozas found in this oasis of
diversity (Souza et al., 2006), is extremely oligotriphic (concentrations of PO4
lower than 1 Omol) (Elser et al., 2005), rich in sulfate salts and low in sodium
chloride. In addition, the Churince system has two unique characteristics
within the Cuatro Ciénegas valley: 1) it has a strong gradient for salinity,
temperature, pH and dissolved oxygen and 2) it is a closed continuous system
with no evident physical barriers. Studies of fish and mollusks carried out in
this specific system show a defined community structure as well as population
fluctuations related to the environmental gradient (Carson & Dowling, 2005;
Elser et al., 2005). More generally, a large number of endemic species occur
within the aquatic and terrestrial systems for the valley including animal and
plants (Minkley, 1984; Contreras-Balderas & Lozano-Vilano, 1996; Contreras-
Arquieta, 1998). These studies have suggested that Cuatro Cienegas is a
model site for the study of micro evolutionary forces equivalent to the
Galapagos islands (Minkley, 1984; Souza et al., 2006). We believe that this
high speciation and diversification is in part due to historical factors that
suggest that the site is very old (Taylor, 1966; Meyer, 1973; Souza et al.,

2006) and has been physically isolated for a long time and in another part due



to the diversity and fluctuation of key environmental factors (Escalante et al.,
In press).

To understand the relationship between environment and bacterial diversity,
we are studying spore-forming bacteria that are resistant to high temperatures
and desiccation. We chose such this specific group due to their numerical
importance at the site where environmental fluctuations and high
temperatures make spore formation a selective advantage (Nicholson, 2000).
The most representative organisms in this group are species of the class
Actinobacteria and species of the Bacillus genus (Souza et al., 2006), which
present a high diversity of species and where most species are easy to select
and cultivate (Taakizawa et al., 1993).

The goals of this study were primarily described the diversity of culturable
thermo-resistant bacterial species along a measurable environmental gradient
and then compared them by mean 16S rRNA gene sequences with the other
previously descripted, including the environmental and strains sequences, and
finally, determined the correlation between the distribution of this species with
respect to different environmental factors in an aquatic system of Cuatro

Ciénegas, Coahuila

Materials and methods

Study site

The Churince system is located in the valley of Cuatro Ciénegas, in northern
México. This valley, in the arid zone of the Chihuahuan desert, is

characterized by a system of water springs and ponds of diverse geological



nature, and it is one of the two oasis found in the central and northern region
of America (Johannesson et al., 2004; Souza et al., 2006).

The Churince system (Fig. 1) consists of three main zones connected by
small water causeways: a spring (WS), an intermediate lagoon called Laguna
Intermedia (IL) and finally, a desiccation lagoon called Laguna Grande (DL).
The total length of the system is apparently superficial and measures around
3Km. The system is characterized by its strong environmental gradients. The
amounts of calcium, magnesium, sodium, potassium, chlorine and sulfates
are in WS 440, 54, 140, 9.3, 108 and 1250 (mg,kg™), respectively. The value
of these ions in DL is 588, 262, 373, 29.9, 307 and 2900 respectively. Values
of pH increase from WS to DL from 7 to 10 (Johannesson et al., 2004). The
environmental variables measured in situ were: conductivity, temperature, pH
and dissolved oxygen, all of which were estimated using multi-electrode

equipment (YSI, model 556 multi-probe system).

Bacterial sampling and isolation

Exploratory analyses of cultivable bacterial populations in the Churince as well
as other systems in the valley were made prior to this study. The sampling
was done seasonally in 2000-2002 using LB, Marine Agar media and Vibrio
media. Single colonies were isolated, classified by colony color, size and
texture to estimate the phenotypic diversity. Representative colonies were
sequenced to determine their taxonomic position using a fragment of 500pb of
the 16S rRNA gene. This study showed that Bacillus, Pseudomonas,
Halomonas, Rhizobeacea, Vibrio, as well as several genus of Actinobacteria

class were the most representative groups along with a high diversity of rare



species (Souza et al., 2006, supplementary material). Moreover, in studies
using culture-independent methods as T-RFLP and 16S rRNA clone libraries
of environmental DNA (Souza et al., 2006; Escalante, et al., in press) Bacillus,
Pseudomonas and Actinobacteria were confirmed as predominant species in
the aquatic community of the Churince.

In August 2003, surface water samples were taken in 10 sites along the
Churince system together with the respective environmental measurements.
Two sample sites are located inside the spring (WS m10, m9), four in the
intermediate lagoon, and four in the desiccation lagoon (DL m4, m3, m2, m1)
(Fig. 1). Three samples of surface water were collected from each of the
sampling sites and placed in sterile containers.

As suggested by Istock and collaborators (1992) to select for the desired
groups, ten ml of water was taken from each sample and placed in sterile
flasks, which were subjected to a temperature shock of 80°C for 20 min by
means of damp heat. This technique is an efficient method to select
organisms capable of forming resistance structures such as spores, as well as
to activate the spore germination (Istock et al., 1992). Dilutions Subsequently
1:100 and 1:1000 dilutions were made of the heat shock samples, as well as
from the original water samples, which were plated onto Marine Agar media
(Difco 2216) and incubated at 30°C from 1 to 5 days. Resulting colonies were
purified by single colony isolation on marine agar to obtain a single clone
plate. Sixty single colonies per site were selected when the number of
colonies was higher than 100 colonies/plate. Single colonies were obtained in
all cases. The characterization of colonies was done considering their

morphology, color and colony size. A number proportionate to the total of



strains was then isolated from each type of colony. Finally, the isolates were

stored at —80°C in 5% of the propagation media with 15% (vol/vol) glycerol.

DNA extraction and REP-PCR fingerprint analysis

DNA was extracted using a “DNA easy tissue” Kit (Qiagen) following the
manufacturer instructions. A total volume of 25ul REP-PCR reactions were
prepared with 1U of Taq polymerase (Roche), 5.0mM of MgCl,, 1mM of
dNTP’s, 2 uM of BOX A1R primer (5'-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3))
(Rademaker & De Brujin, 1998) and 1ul of DNA 25-100 ng/pl. The PCR
conditions were the following: 2min at 95°C for initial incubation, followed by
30 cycles of 45 sec at 93°C, 1min at 50°C, and 8min at 65°, followed by a final
extension step of 8min at 65°C (Vinuesa et al., 1998). The band patterns
obtained with this technique were analyzed manually and characterized to
recognize all of the isolates belonging to the same clone and, therefore, to the

same genotype.

Phylogenetic identification and analysis through the sequentiation of the
16S rRNA gene

The 16S rRNA gene from isolates was amplified using the 27F and 1492R
primers under conditions previously described (Lane, 1991). The PCR product
was purified using the “Gel Extraction DNA (Qiagen) kit and a fragment of
approximately 500 bp was sequenced with the 1492R primer under previously
described conditions (Lane, 1991). Subsequently, the complete gene, for
several of the different species, was sequenced using a previously reported

set of primers (Sacchi et al.,, 2002)The sequencing reaction had a total



volume of 15 pl consisting of 2ul of Big Dye Terminator Sequencing kit
(Applied BioSystem), 1.6uM of primer and 5pl of the purified amplified
product. The amplification conditions were: 1 cycle of 5min at 95°C, 45 cycles
of 10 sec at 95° C, 10sec at 50°C and 4min at 60°C. Sequencing was done in
a capillary sequencer (ABI-Avant 100).

Sequences were manually verified with the BioEdit program (Hall, 1999).
Isolate identity was established by comparing the obtained sequences of (16S
rRNA) against the Ribosomal Database Project and Genebank (NCBI) data
bases (Cole et al., 2003). Sequences were aligned using ClustalX software
program (Thompson et al., 1997). Phylogenetic reconstruction for 16S rRNA
gene were done using the neighbor joining algorithm implemented in MEGA
v3.0 (Kumar et al., 2004). Model tests program was used for determining de
substitution Model. The general time-reversible model (six rate classes) of
DNA substitution. For each reconstruction assuming a portion of invariable

sites with [J-distributed substitution rates of remaining sites (GTR+I+G).

Data analysis and environment-species correlation
The genotypic diversity per site was obtained with the results from REP-PCR
fingerprinting. This index was calculated as N¢/Ng where N; is the total of
isolates per site and Ny is the number of genotypes per site. Values of this
index range from O to 1; 1 indicates that each strain is represented for a
genotype unique.

Richness and abundance, as well as the Simpson and Shannon indexes
(Ludwig & Reynolds, 1998) were obtained for each of the sampling sites (Fig.

1). In order to identify similarities and differences in the diversity of the various



sampling sites, an Ordination Analysis was applied using the Principal
Component Analysis (PCA) method (Ludwig & Reynolds, 1998). A Similitude
Matrix, which includes both the identity (obtained by analyzing the 16S rRNA
gene) and the species abundance (obtained through the REP-PCR
fingerprinting techniques), was used in the PCA analysis (JPM program, SAS,
2005). Finally, a Main Component Multiple Correlation was applied to the
different environmental conditions (Conductivity, pH, oxygen concentration
and temperature) in each of the sampling points and compared against the
values of the first two components in each point. This analysis, done with the
NTSYS (Numerical Taxonomy) program version 2.02 (Rohlf, 1998),
determined the variance percentage provided by each variable in explaining
the correlation of species richness and abundance. Species were defined as a

group of genotypes that share a 97% similarity of the 16S rRNA sequence.

Nucleotide sequence accession numbers

The partial 16S rRNA gene sequences of the 151 strains determined in this
study have been deposited in GenBank under accession number DQ923162

to DQY23313.

Results

The Environmental conditions in Churince

Estimates of environmental parameters showed differences along the
Churince system (Table 1). pH ranged from 8.3 in the spring m10 to 10.0 in
ml from the desiccation lagoon (DL). There was little variation in pH in the
intermediate lagoon (IL) estimates (9.5 to 9.3). Dissolved oxygen

concentration varied from 6.0 in the spring (m10) to 9.6 in the most alkaline



site in the desiccation lagoon (m1), while values at IL varied from 8.0 in m8 to
8.5 in m5. The water emerging from the underground in the spring head at the
m10 site where the Churince system begins has a minimal oxygen
concentration, but when it moves along the riverbed it gradually becomes
oxygenated until it reaches its maximum value in DL. The variation of oxygen
within intermediate lagoon suggests additional input of underground water in
this site that corresponds with the fault system running along the sierra San
Marcos. Conductivity values (LOhms) also increased from the spring to the
desiccation lagoon, from 1400 in ml10 and 4200 in ml, m2 and m3.
Conductivity values at IL had the most variation in relation to the other
conditions, from 1800 in m8 to 3200 in m5. A large amount of minerals are
transported and carried by the fluctuating current from the spring to DL. As
expected, the desiccation lagoon had the highest concentration of ions due to
water evaporation. Temperature had an inverse gradient in which values
varied from 31°C in WS to 23°C in m10 DL point during the sampling. Values

in IL were, again, very similar; ranging from 25.5°C-26°C.

Genotypic variation and Species distribution in an environmental
gradient

The REP-PCR technique identified a high degree of clonality in all of the
Churince sites. In general, the results showed one genotype per species per
site. Site m1 showed a genotypic diversity index of 0.20 (Table2). Sixteen of
the 20 strains isolated in this site belonged to a genotype of Staphylococcus
sp. (Fig. 2). The same is true with the species Cellulomonas sp. 1 and 2 with

one genotipe per site (m5, m6 and m10). In contrast B. coahuilensis sp. nov.,



Exiguobacterium sp. and Halobacillus sp. that were much more diverse in the
desiccation lagoon presenting 7, 5 and 4 different genotypes per species
respectively.

Using 16S rRNA partial sequences for compared the similitude percentage, a
total of 51 cultivable thermoresistant species were identified along the
Churince system, 20 of which belonged to the genus Bacillus and 2 to
Exiguobacterium spp., 22 to the class Actinobacteria and 7 to different genus
(Staphylococcus, Luteimonas and Brevundimonas) (Table 3). We identified at
least 15 new discrete groups of genus Bacillus from Churince including the
newly described B. coahuilensis.(Fig. 2) (Cerritos et al., in press)
Furthermore, we founded that several groups showed differences of 6%, 4%
and 3% when comparing this sequences with the most closets reported in the
gene bank data base. For example strains m1-17, m3-9 and m8-3 showed
differences with B. isabelae of 6%, B. marisflavi of 4% and B. chardigarhensis
of 3% respectively. For Actinobacteria class we founded that Almost 7 of this
21 Actinobacteria species can be considered as a new (Fig. 3), for example,
strains of the genus Onithinimicrobium (m10-36, m6-33), Curtobacterium (m6-
44), Citrococcus (m2-14) and Nocardiodes (m8-36) showed a similitude
percentage highest to 3% with respect to species near closest deposited in
the gene bank data base.

On the other hands, a unique species composition was evident in each
of the sampling sites (Table 3). Bacillus species are mostly distributed in sites
belonging to the extreme, unpredictable desiccation lagoon (DL), while almost
all the Actinobacteria group was found associated to the more mesic

conditions in IL and in the WS. Moreover, a relative of the marine Bacillus



aquamaris: B. coahuilensis (Cerritos et al., in press), was found in the salty
sites from DL (m2, m3 and m4) as well as the halophilic Halobacillus sp. (sites
m1, m2 and m3), and other Bacillus spp. (m1, m2 and m5).

The only species of the Actinobacteria class found in DL, (site m2), were
the halophilic Citroccccus sp. and Kokuria sp. The intermediate lagoon had
the largest diversity of Actinobacteria. We found two different non-described
Cellulomonas sp. that are very abundant in sites m5 and m10; while strains
closest to Kokuria sp. is common in sites m6, m7 and m8, as well as the two
non-described species of Microbacterium. In the spring, we also found several
individuals of Luteimonas sp., Aeromicrobium sp. and Brevundimonas sp.

The distribution of some of these species, such as Bacillus sp. and
Psychrobacter sp. in the desiccation lagoon site m2, Curtobacterium sp. in the
intermediate lagoon site m7 and Cellulosimicrobium sp., Aeromicrobium sp.
and Brevundimonas sp. in site the spring, is restricted to only one site. In
general terms, the number of species per site in IL and WS is higher
compared to DL. The Simpson and Shannon Indexes varied similarly (Table
2). The contrasting sites: m2 (the saltiest within the desiccation lagoon) and
mlO (spring) had the highest number of species (Table 3) followed by site m8
in the river with 12 species. The highest diversity indexes were found in site
m8, with values of 7.83 and 2.27, for the Simpson and Shannon indexes
respectively. In contrast, the sites with the lowest number of species and
lowest diversity values were the desiccation lagoon sites m1, m3, m4 and the

delta of the river that feeds into the lagoon m5 (Table 2).



Environmental conditions and species composition

Data ordainment analysis with PCA revealed a great differentiation between
sites (Fig. 5). Species composition in each site showed close relationship
between the saline sites m1, m2 and m3 and in the delta of the river m4.
These sites shared species, especially those of the Bacillus genus such as
B.coahuilensis, B. litoralis, Halobacillus sp. and B. marisflavi sp. Nevertheless,
there is a very large difference between the remaining sites, especially those
of the heterogeneous intermediate lagoon. Sites m5 and m6, had the widest
difference between these two principal components, and, although they share
species (Cellulomonas and Ornithinimicrobium sp.), the different sampling
sites in the lagoon showed a marked difference in species variation and
abundance. This pattern agrees with the species composition found in each of
the sites (Supplementary Table 1), showing in some cases a shared species
assemblage but with differences regarding relative abundance.

Conductivity is the environmental condition that better explains the variance
between components 1 and 2, with 66.3 and 50.4 % respectively (Table 4).
The conditions with the least effect on the correlation were, pH for component
1 (6.1%) and, temperature, for component 2 (16.0 %). The -correlation
between composition and conductivity is very evident, especially in DL sites
where conductivity values did not vary in sites m1l, m2 and m3, (Table 1) as
they have a very similar species composition, particularly of the genus
Bacillus. On the other hand, there is large variation in the conductivity values
in intermediate lagoon, consistent with the varied species composition of
Actinobacteria (Supplementay Table 1). Temperature, pH and oxygen

concentration values, on the other hand, showed very little variation between



the IL sites, a fact that does not agree with the results on species composition.
Finally, these same conditions varied a lot between sites in the desiccation
lagoon. Even though we are actively selecting to isolate strains that are
capable of making spores. Based on the clone library data and the preliminary
description of the cultivable bacteria, we believed that the studied strains are
mostly coadapted to their environmental conditions and that they are mostly

metabolically active.

Discussion

Relation between the environmental conditions with the isolates
distribution

As a first clue we obtained that the thermo-resistant bacterial species
composition along the Churince system is mostly explained by the
conductivity gradient. It has been previously reported that conductivity is one
of the environmental factors that can affect the composition of species of
bacteria (Dean-Ross & Mills, 1989; Schutlz &Ducklow, 2000; Ayadi et al.,
2004; Casamayor et al., 2004; Demergasso et al., 2004). On a physiological
level, bacteria that inhabit extremely saline environments have certain
characteristics, especially concerning osmotic regulation. Studies on
moderate halophylic bacteria of the genus Halobacillus (Roebler & Miuller,
1998) show a very strong correlation between the structure of the ionic bombs
that control the entrance of sodium (Nat+) and chloride (CI-), with the
concentration of these ions in the environment. Sites of DL showed a very
similar species composition to the one found in extreme and/or moderate

saline environments (Tiago et al., 2004) even, as we already mentioned, there



is no sodium chloride abundance in Churince but a large amount of sulfate
salts. We also know that the phylogeneticaly nearest species of our strains
such as Sthapylococcus sp., Citrococcus, Halobacillus sp., and several
Bacillus spp. and B. aquimaris, among others, have been isolated in marine
environments, hypersaline lagoons and soils with high concentrations of Cl
and Na (Humayoun et al., 2003). In spite of this, it is very probable that the
characteristics regarding the physiological regulation of species inhabiting the
desiccation lagoon are very similar to those of bacteria from saline
environments where chloride and sodium are the most abundant ions.
Affinities of the isolates with other descripted species: continental and
marine origin
The phylogenetic reconstruction of the thermoresistant cultivable bacteria
from Churince shows the diversity and divergence from the previously well-
known species in these studied groups as new groups emerge in the tree (Fig.
3 and 4). In general, we observed that species of Bacillus from the saltier
parts of the system (DL) have a greater affinity with bacteria from marine
environments, even if sodium chloride is rare in the system, while species
found in the intermediate lagoon and in the spring have greater affinities to
cosmopolitan species (B. subtilis and B. pumilus) or to species of different
continental environments (B. humi and B. halmapus). Besides, the isolated
Exiguobacterium sp., are equally related to bacteria of cold marine origin,
presenting two subgroups, one of which is found in the m2 site and the other
in the m5.

The phylogenetic reconstruction of the class Actinobacteria (Fig. 4)

revealed 22 groups, most of which have affinity to bacteria from alkaline



aquatic environments and from other continental environments (Taakizawa et
al., 1993; Maldonado et al., 2005; Warnecke et al., 2005). As an example, the
most abundant genera in the intermediate lagoon are: Agrococcus,
Microbacterium and Ornthinimicrobium, that share affinities with bacteria from
slightly alkaline, underground water systems. On the other hand, the strains
isolated of Janibacter and Kokuria, are very similar to bacteria from
continental and marine environments from Korea, China and Japan.
Interestingly, related strains isolated from the hot and unpredictable
desiccation lagoon site (m2), are very similar to Psycobacter sp. that has only
been found in environments where the temperature is very low, such as the
Antarctic Sea (Bowman, 1996). Moreover, this is not one isolated case as
several other new species were found in the system, all of them appear to
show the same pattern (Figures 3 and 4). It has been described that the
swallow sea of Cuatro Cienegas Basin has indeed been connected to the cold
polar waters by the “Bear Paw geological event” that connected the proto-Gulf
of Mexico with the Northern seas of Europe and the Antarctic (Emery &
Uchupi, 1984). 95-75 million years ago. The data of spore forming cultivable
bacteria reinforces the environmental DNA findings where 50% of the clones
were related to marine microbes, strongly suggesting that Cuatro Cienegas

pozas present a relict biota of the Jurassic/Cretacic era (Souza et al., 2006).

Explaining the highest genotypic diversity and of species in the
Churince system
This research showed that aquatic systems in Cuatro Cienegas Coahuila is a

important source of potentially new species of the genus Bacillus and class



Actinobacteria. We can hypothesize for the Bacillus species that if DNA is an
important source of Phosphorous and the study site is extremely oligotrophic
then, we would expect that the transforming ability of this group would allow
the microorganism to ingest the missing nutrient as soon as a neighbor
bacteria dies, we would also expect that at least some of this DNA would be
incorporated as information rather than food, mostly increasing the genetic
diversity and possibly, the acquisition of novel function. Most of the studied
species of the genus Bacillus are not only capable of forming spores but also
of natural transformation (Istock et al., 2001). We could also hypothesize that
under certain circumstances, horizontal gene transfer will act as a powerful
diversifying force generating new adaptative possibilities and even new
species. The complete genome sequence of B. coahuilensis (m4-4) reveals
several events of horizontal gene transfers, wich provide insights into the
divergence, evolution and adaptation to the Cuatro Cienegas Valley
environment. This genes acquired from horizontal transfer includes novel
functions involved in the phosphorous utilization efficiency (Alcaraz, et al, in
press).

It is possible that Actinobacteria and Bacillus species are under the
same evolutionary scheme showing a clonal-type population structure with a
low degree of recombination and with epidemic adaptations a specific
environment (Cohan, 2001). For example by Actinobacteria species, although
various genotypes of the genus Agrococcus, Cellulomonas, Microbacterium,
Kokuria and Agromyces were present, none of them is shared by the sites in
spite of having a 100% identity in the fragment of the 16S rRNA gene.

Previous research has reported that species of Actinobacteria with a 100%



identity in the 16srRNA gene can show physiological differences in response
to different environments (Nedwell et al., 2004; Hahn & Pdckl, 2005). It is also
possible that the species of continental Actinobacteria that we found in Cuatro
Cienegas have restricted ecological niches and that they are not successful in
competing in more salty waters. For the Bacillus species when we analyzing
the genetic structure for 5 different groups isolates of Churince and other
aquatic systems in the Cuatro Cienegas valley we founded a clonal population
structure, a low degree of recombination, and finally there are several strains
with a 100% identity in the 16SrRNA, RecA and gltX genes, however, showed
a great physiological differences between them. (Cerritos et al., in process).
Cuatro Ciénegas valley is an acknowledged important site for the study of
diversification in endemic macroscopic organisms (Minkley, 1984; Contreras-
Balderas & Lozano-Vilano, 1996; Contreras-Arquieta, 1998). This research
increases the newly obtained information about the bacterial biodiversity
(Souza et al., 2006, Escalante et al., in press, Falcon et al., in press, Alcaraz
et al., in press) of this unique oasis of biodiversity. Bacterial species probably
have become historically isolated and diverged from the original populations
due to the geographic isolation as well as the environmental heterogeneity
and chemical barriers. Constantly, genotypes with local adaptations have
appeared and disappeared due to the environmental instability. It has been
shown that non equilibrium situations were season fluctuation as well as
moderate perturbation (as the aridification of the Chihuahuan desert) can
maintain a large number of species that can adapt to very local and temporal

situations.
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Tables and figures

Figure 1.

Map of the Churince system, constituted by the water spring (WS), the
intermediate lagoon (IL) and the dessication lagoon (DL). The 10 sampling
points are shown.

Figure 2.

Band patterns per site using the REP-PCR fingerprinting technique. Note the
few band patterns in DL and the large majority of patterns per site that are
unique. Letter above of the band indicated the taxonomic group. B= Bacillus
spp., A= Actinobacteria, S= Staphylococcus spp., P= Luteimonas sp.,
Brevundimonas sp.

Figure 3.

Phylogenetic reconstruction of representatives of the genus Bacillus isolated
in the course of this research, and high identity species, from data bases
using the bayesian method of a fragment of 500 pb of the 16S rRNA gene.
Numbers next to the branches represent the estimates of posteriori
probabilities. The most similar individuals to each group are included indicated

the access number.

Figure 4.

Phylogenetic reconstruction of the class Actinobacteria using the bayesian
method of a fragment of 500 pb of the 16S rRNA gene. Number on branches
are estimates for a posteriori probabilities. The most similar individuals to
each group are included indicated the access number.

Figure 5.



Principal component analysis showing differences and similarities between
the diverse sampling sites in relation to species composition. Sites m1, m2
and m3 are very similar between them.

Table 1.

Environmental measurements per site within the Churince system. Note that
the values of pH, oxygen concentration and conductivity increase from the
Water spring to the Desiccation lagoon, and that temperature follows an
inverse pattern.

Table2.

Summary of the diversity results and clonality indexes per site. The number of
strains and the number of species obtained from the sequencing of 16S rRNA
gene is also shown.

Table 3. Similitude Percentage of several groups of Bacillus genus and
Actinobacteria class respect to the sequences most relationed reported in the
gene bank database. According to bacterial taxonomy strains that showed
differences of 3% in the 16S rRNA gene can be proposed as new specie.
Table 4.

Results of the multiple correlation analysis between the environmental
variables against components 1 and 2. Note that salinity provides the highest
percentage of the correlations variance.

Supplementary Table 1. Total number of strains of the Churince system

isolates in 2003. For 157 strains were sequenced.
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Table 1

Sample Latitude Longitude pH DO Conductivity T(°C)
(umhos)x1000
DLm1 26°50.830°’N 102°09.335’E 10 9.6 4.2 23
DLm2 26°51.199’N 102°09.009’E 9.8 9.5 4.2 245
DLm3 26°51.146°’N 102°08.964’E 9.7 9.5 4.2 25
DLm4 26°51.222’N  102°09.040’E 9.6 9 3.2 25.5
ILm5 26°51.021’N 102°08.644’E 9.5 8.5 3.2 255
ILm6 26°50.927°’N 102°08.539’E 9.3 82 2 26
ILm7 26°50.910°’N 102°08.438’E 9.3 8 2 26
ILm8 26°50.897°’N  102°08.558’E 9.3 8 1.8 26
WSm9 26°50.717’N 102°08.295’E 8.9 75 16 29.5
WSm10 26°50.421’N 102°08.047’E 8.3 6 14 31




Table 2.

Site # lIsolates REP-PCR # Species Diversity index
Types Diversity index (16S rDNA) S H
DLm1 20 4 0.20 4 1.52 0.71
DLm2 47 14 0.40 13 5.05 2.05
DLm3 28 7 0.25 5 3.40 1.40
DLm4 8 4 0.25 4 4.00 1.38
ILm5 60 6 0.12 6 4.10 1.27
ILm6 56 11 0.20 7 3.71 1.56
ILm7 47 15 0.32 10 4.54 1.84
ILm8 46 18 0.39 13 7.83 2.27
WSm9 55 14 0.25 7 4.17 1.75
WSm10 50 15 0.30 12 6.61 1.98

(S) Simpson index and (H) Shannon index



Table 3

Type access pb number Sequence most 16S rRNA
strain relationed similitude
Bacillus spp.

m1-14 DQ923178 1000 B. panaciterrae (AB245380) 94%
m1-15 DQ923179 581 Halobacillus sp. (AB166985) 99%
m1-17 DQ923180 1049 Bacillus isabelae (AM503357 ) 94%
m2-12 DQ923181 579 B. aquimaris (AF483625) 99%
m2-18 DQ923189 476 Bacillus sp. (EU004564) 98%
m2-20 DQ923187 581 Bacillus sp. (EU004564) 98%
m2-29 DQ923221 1400 B. aquimaris (AF483625) 98%
m2-3 DQ923190 579 Bacillus sp. (AB362829) 98%
m2-30 DQ923212 586 Exiguobacterium sp. (EF100530) 99%
m3-1 DQ923192 583 Bacillus sp. (DQ448750) 99%
m3-26 DQ923203 577 B. thuringiensis 100%
m3-9 DQ923215 1400 B. marisflavi (AF483624) 96%
m4-4* EF014450 1400 B. aquimaris (AF483625) 97%
m4-5 DQ923124 528 Bacillus sp. (DQ993294) 97%
mb5-64 DQ923195 583 Exiguobacterium homiense (DQ351341) 99%
m5-7 DQ923205 1203 Bacillus sp. (EF491962) 98%
m5-9 DQ923199 579 Bacillus sp. (DQ223135) 98%
ma8-2 DQ923208 579 B. foraminis (AJ717382) 99%
m8-3 DQ923200 1385 B. chardigarhensis (DQ013307) 97%
m8-52 DQ923197 1386 Bacillus sp. (AJ276809) 98%
m8-55 DQ923207 1000 Bacillus sp. (AJ276809) 3%
m9-51 DQ923201 577 B. licheniformis (EF203098) 100%
m10-53 DQ923220 1398 Virgibacillus korensis (AY616012) 98%
Actinobacteria

m2-14 DQ923270 1428 Citrococcus sp. (AJ717366) 97%
m4-6 DQ923163 1452 Agrococcus jenensis (AJ717350) 98%
m5-25 DQ923237 578 Cellulomonas terrae (AY884570) 99%



mb5-54

m6-1

mo-12

m6-18

m6-30

m6-33

m6-44

m7-24

m7-6

m8-12

m8-13

m8-19

m8-36

m8-6

m9-17

m9-4

m10-33

m10-36

m10-5

Others

m8-11

m7-52

m1-20

m10-20

m10-45

m2-41

DQ923278
DQ923248
DQ923258
DQ923249
DQ923280
DQ923283
DQ923297
DQ923253
DQ923295
DQ923164
DQ923289
DQ923265
DQ923298
DQ923255
DQ923293
DQ923172
DQ923307
DQ923282

DQ923305

DQ923292
DQ923302
DQ923308
DQ923304
DQ923313

DQ923306

657

500

668

495

999

404

614

494

1006

601

651

668

452

500

517

614

571

517

600

510

563

554

554

551

349

Ornithinimicrobium sp. (DQ512860)
Arthrobacter sp. (EF612321F)
Microbacterium oxydans (AM286269)
Kocuria flavus (EF602041)
Onithinimicrobium sp. (AB188211)
Onithinimicrobium sp. (AB188211)
Curtobacterium sp. (EU182871)
Kocuria palustris (AY881237)
Agromyeces sp. (EF675628) F
Agrococcus jenensis (EU169180)
Janibacter marinus (AY533561)
Microbacterium oxidans (AB365061)
Uncultured Nocardiodes (AM697562)
Brevibacterium sp. (EU029632F)
Leifsonia sp. (AY857676)
Agrococcus sp. (AJ717350)F
Nocardiodes sp. (AB251600)
Onithinimicrobium sp. (AB188211)

Cellulosimicrobium sp. (EU167923)

Uncultured Paracoccus (EU071512)
Uncultured Paracoccus (DQ532129)
Staphylococcus sp. (EU177793)
Brevundimonas sp. (DQ413170)
Luteimonas aestuarii (EF660758)

Psychrobacter sp. (AM11100)

99%

100%

100%

99%

96%

97%

97%

99%

99%

99%

99%

99%

97%

99%

98%

99%

99%

97%

99%

98%

97%

99%

99%

99%

98%



Table 4.

Conditions
r2 pH Conductivity T(°C) Do
Component 1 0.56 6.1 66.3 16.3 11.1

Component 2 0.49 245 50.4 16.0 241




Supplementary Table 1

Genus strains Gen Bank Total strains/ site/
access number genus
Agrococcus
m2-49 DQ923162
m4-6 DQ923163
m8-12 DQ923164
m8-15 DQ9Y923165
m8-16 DQ923166
m8-40 DQ923167
m8-43 DQ923168
m9-1 DQ923169
m9-2 DQ9Y23170
m9-3 DQ923171
m9-4 DQ923172
m9-5 DQ923173 1 (m2)
m9-6 DQ923174 2 (m4)
m9-7 DQ923175 11 (m8)
m9-8 DQ923176 20 (m9)
m9-9 DQ923177
Bacillus
ml-14 DQ923178
m1-15 DQ923179
m1-17 DQ923180
m2-12 DQ923181
m2-18 DQ923182
m3-4 DQ9Y23183
m3-15 DQ923184
m3-24 DQ923185
m2-13 DQ923186
m2-20 DQ923187
m3-14 DQ923188
m3-17 DQ9Y23189
m2-3 DQ923190
m3-3 DQ923191
m3-1 DQ923192
m3-19 DQ923193
m4-5 DQ923194
m5-64 DQ923195
m6-65 DQ923196
m8-52 DQ923197
m5-9 DQ923198
m2-47 DQ923199
m8-3 DQ923200
m9-51 DQ923201
m8-50 DQ923202
m3-26 DQ923203
m8-51 DQ923204



Cellulomonas

Kokuria

mb5-7
m2-46
m8-55
m8-2
m2-50
m2-32
m2-31
m2-30
m2-27
m7-31
m3-9
m3-13
m3-18
m2-6
m2-9
m10-53
m2-29
m2-33
m2-34
m2-35
m2-36
m2-38
m2-39
m2-40
m2-43

m5-1
m5-2
mb5-4
m5-5
m5-8
m5-15
m5-20
m5-25
m6-35
m10-5
m10-47
m10-48
m10-49
m10-50
m10-51
m10-52
m5-69
m6-44

m6-1
mo6-18

DQ923205
DQ923206
DQ923207
DQ923208
DQ923209
DQ923210
DQ923211
DQY23212
DQ923213
DQY923214
DQ923215
DQ923216
DQ923217
DQY23218
DQ923219
DQ923220
DQ923221
DQY923222
DQ923223
DQY923224
DQ923225
DQY923226
DQ923227
DQY923228
DQ923229

DQ923230
DQ923231
DQ923232
DQ923233
DQ923234
DQ923235
DQ923236
DQ923237
DQ923238
DQ923239
DQ923240
DQ923241
DQ923242
DQ923243
DQ923244
DQ923245
DQ923246
DQ923247

DQ923248
DQ923249

4 (ml)
32 (ml)
28 (m3)
4 (m4)
17 (m5)
2 (m6)
6 (m7)
8 (m8)
1 (m10)

38 (m5)
10 (m6)
12 (m10)



m6-19
m6-29
m6-60
m7-24
m7-53
m8-6
m10-16
m7-29

Microbacterium

Citrococcus

m6-12
m7-4
m7-7
m7-8
m7-9
m7-13
m7-49
m8-19
m8-58
m10-7
m9-17
m9-18

m2-14
m2-15
m2-16
m2-17
m2-19
m2-21
m2-48
m8-9

Ornithinimicrobium

m5-54
m5-55
m6-30
m6-31
m10-36
m6-33
m6-40
m7-39
m7-41
m8-5
m2-7
m8-13
m5-53

DQ923250
DQY23251
DQY23252
DQY923253
DQ923254
DQY23255
DQY23256
DQY23257

DQY23258
DQY23259
DQY923260
DQ923261
DQY23262
DQY23263
DQY23264
DQY23265
DQY23266
DQ923267
DQY923268
DQY23269

DQ923270
DQY23271
DQ923272
DQY23273
DQ923274
DQY23275
DQ923276
DQY23277

DQ923278
DQ923279
DQ923280
DQ923281
DQ923282
DQ923283
DQ923284
DQ923285
DQ923286
DQ923287
DQ923288
DQ923289
DQ923290

3 (m2)
4 (m4)
25 (m6)
19 (m7)
7 (m8)
5(m9)
2 (m10)

10 (m6)
8 (m7)
7 (m8)
10 (m9)
2 (m10)

8(m2)
2 (m8)

5 (m5)
8 (m6)
6 (M7)
2 (m8)



Others

m7-38

m8-11
m9-17
m7-11
m7-6
m6-32
m6-44
m8-36
m7-40
m7-5
m8-14
m7-52
m9-18
m10-20
m10-5
m2-41
m10-33
m10-30
m10-6
m9-51
m9-47
m10-45

Staphylococcus

m1-20

(m7)

DQ923291

DQ923292
DQ923293
DQ923294
DQ923295
DQ923296
DQ923297
DQ923298
DQ923299
DQ923300
DQ923301
DQ923302
DQ923303
DQ923304
DQ923305
DQ923306
DQ923307
DQ923309
DQ923310
DQ923311
DQ923312
DQ923313

DQ923308

1 (m10)

2 (m2)

1 (m6)

8 (m7)
10 (m8)
12 (m9)
27 (m10)

16 (m1)




APENDICE |

La especie como unidad evolutiva: uso de marcadores moleculares para
su reconocimiento y delimitacion, con especial énfasis en
micoorganismos

Cuando Darwin publicé el libro “El Origen de las Especies” (1859), se planteo
la idea de que las especies pueden surgir de otras a causa de la acumulacion
de modificaciones por medio de la seleccion natural, y de otras fuerzas aun
no muy claras para el autor. Darwin describi6 el proceso de especiacion pero
no propuso alguna forma de reconocimiento y delimitacién del producto de tal
proceso y, por lo tanto, el libro no tiene un concepto formal de especie.
Es probable que Darwin no haya tenido idea de la gran tarea que nos
heredaria: a mas de un siglo de la publicacién de esta obra aun no se tiene
un concepto “natural” que sea funcional para la mayor parte de los
organismos, sobre todo aquellos que pertenecen al grupo de los
procariontes (Bacteria y Archea), asi como algunos grupos de hongos. En
este capitulo analizaré los trabajos que se han realizado para reconocer y
delimitar especies con base en la teoria evolutiva, haciendo énfasis en la
repercusion que han tenido los marcadores moleculares en la resoluciéon
de este problema. Asimismo, explicaré cuales son las principales
limitaciones que se presentan al aplicar determinado concepto de especie
a organismos con formas de vida muy distintas a las comunmente
estudiadas (plantas y animales), como los microorganismos. Finalmente,
haré énfasis en la importancia pragmatica que tiene reconocer y delimitar
entidades evolutivas, sobre todo en areas dedicadas a la conservacion de

la biodiversidad.

De lo natural a lo artificial y de lo universal a lo particular

Desde el punto de vista biolégico, una especie se podria describir
simplemente como un conjunto de individuos mas o menos parecidos que
puede variar en tamafio y composicién dependiendo del criterio que se use

para hacer tal agrupamiento. Cuando un agrupamiento se hace bajo criterios



que reconozcan y delimiten el resultado del proceso de especiacion estamos
ante un grupo natural; en caso contrario, un grupo artificial sera aquel en el
qgue hay una inclusién parcial o una inclusién de organismos que pertenecen
a mas de una entidad evolutiva (Ward, 1998). Estos criterios se fundamentan
en teorias o simples patrones que se obtienen en el estudio de modelos
biolégicos, es decir, de los mismos organismos. Cuando estos modelos
logran aplicarse a todas las formas biolégicas, estamos ante un criterio
universal. De modo contrario, cuando este modelo sélo es aplicable a un
grupo muy reducido de formas, se esta ante un criterio particular.

Es sorprendente cOmo estas agrupaciones cobran importancia cuando
se usan criterios naturales y, cuando es posible, universales para
reconocerlas y delimitarlas: pensemos que si agrupamos toda la
biodiversidad en unidades naturales bajo distintos criterios se pueden
resolver muchas de las dudas que en la actualidad siguen rondando en
nuestras cabezas. Por ejemplo, si la evolucién es gradual o por saltos, si la
especiacion es simpatrica o alopatrica, cuéles son las velocidades de
especiacion, cuél es la interaccion entre los factores ambientales y la
diversidad genética de las poblaciones; éstas son algunas dudas que
considero podrian resolverse con solo aplicar métodos naturales de

agrupacion.

Criterio 1. semejanza entre los caracteres morfologicos

En el reconocimiento de las especies la forma comunmente utilizada es
intuitivamente muy sencilla: basta con la utilizacion de cualquier tipo de
caracteres morfologicos, conductuales, fisiol6gicos u otros para descartar o
en su defecto integrar individuos a estas entidades biolégicas. Por ejemplo,
algunas tribus de Nueva Guinea son capaces de reconocer con base en
caracteristicas morfolégicas y conductuales cerca de 137 tipos diferentes de
aves, que corresponden cada uno a una especie distinta utilizando
marcadores moleculares (Avise, 2000). Este tipo de reconocimiento se
formalizé antes de la teoria evolutiva, en especial con Linneo, quien introdujo
en 1757 el concepto de especie como una forma de reconocer y dar nombre
a las distintas entidades bioldgicas creadas por un ser superior, es decir, un
Dios. Este tipo de reconocimiento a través de cualquier caracter morfologico



se conoce en honor a Linneo como concepto linneano o morfoldgico de
especie (Mayden, 1997). Posteriormente, Darwin tomo esta misma forma de
reconocimiento, aunque seleccionando determinados caracteres como base
para sustentar sus explicaciones acerca del origen de las especies: el caso
del tamafio y forma del pico de los pinzones de las islas Galdpagos es un
buen ejemplo para explicar los procesos evolutivos, al menos a esta escala
(Darwin, 1859).

Por lo general, este tipo de caracteres se asocian con el método fenético, que
tiene como caracteristica principal la de tomar la mayor cantidad posible de
caracteres independientemente de su relacion ancestro-descendiente. El
concepto fenético de especie forma grupos de acuerdo con la similitud de una

gran cantidad de caracteres (Sneath, 1976), incluyendo los moleculares.

Criterio 2: los procesos evolutivos originan unidades discretas

Sin duda alguna, el concepto de especie que mejor se apega a la idea de
Darwin acerca de la divergencia que se da entre los individuos de una misma
poblacién, producto de la seleccion natural con el paso de las generaciones y
gue culmina con la aparicién de nuevas especies, es el sugerido por Simpson
(1961) y Wiley (1978), conocido como concepto evolutivo de especie. Este
se define como un linaje (secuencia de poblaciones ancestro-descendiente)
gue evoluciona separadamente de otros linajes y que tiene una estructura
evolutiva propia. Este concepto tiene la facultad de englobar las distintas
fuerzas evolutivas que actian sobre las poblaciones; ademas, da la pauta
para considerar procesos de extincion y sobre todo de especiacion.

Sin embargo, por si mismo no permite reconocer a tales linajes, es
decir, este concepto no propone un método capaz de reconocer y delimitar
especies (Taylor et al., 2000). Asi, una conclusion anticipada seria que un
concepto de especie que describa y delimite a estos grupos verdaderamente
existentes sera aquel que englobe la idea de que las especies son unidades
evolutivas producto de la especiaciobn con una metodologia capaz de

reconocerlas y delimitarlas.

Criterio 3: aislamiento reproductivo



Una propuesta que se acerca a la resolucion de la problematica conceptual y
practica de las especies es el concepto bioldgico de especie formulado por
Dobzhansky (1937) y Mayr (1942). Ellos consideran que la especie es un
grupo de poblaciones naturales donde actual o potencialmente existe
intercambio genético y que este grupo de poblaciones esta aislado
reproductivamente de otros grupos analogos. Al detectar eventos de
reproducciéon sexual se infiere que el flujo génico esta actuando como fuerza
uniformadora en las frecuencias alélicas de las poblaciones y, por lo tanto, se
considera que todas estas poblaciones pertenecen a una misma entidad
evolutiva. En contraste, cuando se origina una barrera reproductiva o incluso
geografica entre algunas poblaciones, ésta provoca que se diferencien
genéticamente hasta que divergen a tal grado que ocurre un proceso de
especiacion. El método para reconocer especies biolégicas es en teoria muy
sencillo y basta con registrar la existencia de reproduccion sexual, ya sea en
el campo o en laboratorio, entre individuos que a priori sean considerados de

la misma especie.

Criterio 4: un nicho, una especie

El concepto ecoldgico de especie propuesto por Van Valen (1976) se refiere
a un linaje (o grupo de linajes fuertemente relacionados) que ocupa una zona
adaptativa minimamente diferente a la de otros linajes. Una especie ecoldgica
puede verse como un grupo de individuos que asimila recursos de una
manera semejante y habita en determinadas condiciones abibéticas y bioticas.
La forma de reconocer las especies ecoldgicas es correlacionando las
condiciones y los recursos del ambiente con algunas caracteristicas
adaptativas, generalmente morfologicas, de cada una de las poblaciones en
evaluacion. El concepto ecolégico se desarrolla dentro de una concepcidn
adaptacionista, en la que se supone que cuando ocurre alguna modificacién
de las condiciones y/o los recursos de determinado ambiente se crea un
nicho vacio, el cual activa la seleccion natural hasta que la poblacién alcanza
un nuevo pico adaptativo asociado a ese nicho y con ello se genera una
nueva especie. No obstante, este concepto también puede ser funcional
dentro del punto de vista neutral, en cuyo caso se argumenta que los
organismos tienen la capacidad de modificar su propio nicho de tal manera



gque muchos de los caracteres que se observan en los organismos son

producto de la deriva génica.

Criterio 5: las relaciones ancestro-descendiente en las poblaciones

En cuanto al concepto filogenético de especie, éste ha sido desarrollado
por varios autores. Por ejemplo, esta el que plantea Cracaft (1983) definido
como el grupo mas pequefio de organismos que es diagnosticablemente
diferente de otros organismos similares y dentro del cual hay un patrén de
ancestro-descendiente. Por otra parte, Nixon y Wheler (1990) definen la
especie como las agregaciones mas pequefias de poblaciones o linajes
diagnosticadas por una Unica combinacion de estados de caracter que
reflejen una relacion ancestro-descendiente.

Para reconocer y delimitar una especie filogenética primero se
identifican y analizan los atributos que reflejen una secuencia ancestro-
descendiente en los individuos de los grupos o poblaciones, para asi obtener
los estados de cardcter. Posteriormente se realiza una comparacion
interpoblacional por medio de una matriz de los perfiles de cada poblacién y
finalmente, se divide la matriz en grupos a partir de los diferentes estados de
caracter. Cada uno de estos grupos sera una especie filogenética. Los
resultados de un analisis filogenético se pueden representar en un
cladograma donde los grupos o clusters mas pequefios dentro de esta
relacion son considerados unidades evolutivas separadas.

El concepto filogenético asume que entre los grupos formados hubo un
proceso de especiacion, por lo que el flujo génico entre estos grupos es casi
nulo y que probablemente la seleccion natural, la deriva génica y la mutacién
actian de manera diferencial sobre los caracteres de los individuos. Los
caracteres que se toman para reconocer y delimitar especies filogenéticas
pueden ser fenotipicos (morfoldgicos, fisioldgicos, bioquimicos o moleculares)
0 genotipicos, siempre y cuando reflejen una relaciéon de ancestria en comun

entre los grupos.

Criterio 6: intercambio genético
El concepto genético de especie fue inicialmente propuesto por Ravin
(1963) y surgi6é como una forma de resolver el problema de la aplicabilidad



del concepto biolégico de especie en microorganismos tales como los
procariontes. En este sentido una especie es definida como un grupo de
individuos con capacidad de intercambiar informacion genética por medio de
la conjugacion, transduccion o transformacién. Ravin propone que la
frecuencia del intercambio genético en procariontes puede ser un indice
confiable para conocer las relaciones filogenéticas entre los microorganismos
gue realizan un proceso de recombinacion: donador y receptor (ver capitulo
9). Posteriormente, con el avance de las técnicas en biologia molecular,
Wayne et al. (1987) proponen con base en este concepto una manera de
reconocer y delimitar especies: aquellas muestras que tengan mas del 70%

de hibridizacién ADN-ADN seran consideradas como una misma especie.

Criterio 7: la cohesividad

El concepto cohesivo de especie propuesto por Templeton (1989, 1998,
1999) es sin duda el trabajo mas integrador y completo realizado no solo en
el nivel tedrico, sino también en el nivel operacional en el reconocimiento y
delimitacién de unidades evolutivas. Asi, una especie es definida como un
linaje (secuencia ancestro-descendiente) donde las fuerzas genéticas y
ecologicas crean un grupo cohesivo Unico de organismos con capacidad de
entrecruzamiento. En este sentido podemos redescubrir una especie como un
grupo de organismos que tiene una determinada respuesta a las fuerzas
ecolégicas, es decir, a los factores ambientales (como humedad,
temperatura, cantidad de nutrientes y distintos tipos de interacciones) y a las
fuerzas genéticas, tales como la mutacion, la seleccién, la deriva o el flujo
génico, que interaccionan de tal manera que originan un grupo cohesivo
anico.

Para demostrar la existencia de especies cohesivas es necesaria la
aplicacion de bases tedricas y de herramientas moleculares (ver capitulo 2).
Una vez que se reconocen los grupos en conflicto en la asignaciéon del
estatus de especie cohesiva, se genera una matriz de haplotipos a partir de
uno o mas marcadores moleculares. Sobre esta matriz de haplotipos se
determinan procesos de coalescencia (ver capitulo 9) y a partir de estos

puntos se producen anidamientos a los que se asigna el estatus de especie.



Finalmente se corrobora la existencia de cohesividad ecoldgica y genética
dentro de los grupos.

El uso de genealogias por haplotipos permite descubrir la variacion
genética, ya sea dentro de una especie (nivel poblacional) o entre especies.
Asi, por medio de este método se puede conocer la interfase entre evolucion
intraespecifica e interespecifica (Templeton, 1993, 2001). Esta interfase es
precisamente el limite entre una especie y otra. Para corroborar la
cohesividad ecoldgica se realiza un andlisis biogeogréfico y filogeografico.
Para el primer caso se correlaciona la distribucion espacial de las distintas
variantes (en su mayoria morfolégicas) de cada uno de los grupos, y para el
segundo se correlaciona la distribucién espacial de los distintos haplotipos
resultantes. Para corroborar la cohesividad genética, son necesarios analisis
de diferenciacion genética, tales como los estadisticos F y sus distintas
variantes (Wrigth, 1951; Nei, 1982; Slatkin y Barton, 1989; ver capitulo 14).
Estos indices pueden evidenciar flujo génico o, en caso contrario, aislamiento
reproductivo entre los grupos en conflicto (Templeton, 1994). Una ventaja que
tiene el concepto cohesivo frente a otros conceptos es que los grupos

permiten delimitar especies con criterios estadisticos.

Limitaciones de cada método para reconocer y delimitar unidades
evolutivas

Cada método que se usa para reconocer y delimitar especies desde el punto
de vista evolutivo trata de inferir procesos de especiacion, ausencia de flujo
génico entre grupos, o presion diferencial de la seleccion natural y la deriva
génica sobre las poblaciones en relacion con su ambiente. Sin embargo, en
ocasiones estas inferencias para formar grupos naturales resultan no ser fiel
reflejo de las unidades evolutivas existentes. A continuacion ampliaré cuales
son los problemas mas comunes que se presentan en el momento de

reconocer y, sobre todo, de delimitar especies.

Problema 1: los caracteres morfoldgicos y los marcadores moleculares
pueden presentar homoplasias

Antes que nada, hay que recordar que en todos los andlisis es necesario usar
caracteres de tipo homologo, es decir, que todas las variantes de ese



caracter (estados de caracter) provengan de un ancestro comuan (Li, 1997).
Sin embargo, hay ocasiones en que las variantes de determinado caracter
provienen de mas de un ancestro comun, lo que se conoce como
homoplasias (ver capitulo 4).

Los caracteres fenotipicos, principalmente morfoldgicos, conductuales
y en algunos casos fisiologicos y bioquimicos, estan expuestos a
experimentar convergencias evolutivas -un tipo de homoplasia- en donde los
caracteres tienden a converger en forma y funcion independientemente de la
relacion ancestro-descendiente. Ademas, un caracter fenotipico es producto
no solo de la informacion genética, también el ambiente y la interaccion entre
genes y ambiente lo moldean; por ejemplo, puede ser que las diferencias
encontradas a nivel morfolégico no existan a nivel genético y lo que se
observe sea simplemente producto de una plasticidad fenotipica. Entonces,
cuando tomamos caracteres con plasticidad fenotipica o0 que han
experimentado convergencias evolutivas, los limites de una especie pueden
ser erroneos. El concepto fenético y morfologico de especie por la
metodologia que siguen estan muy expuestos a producir grupos artificiales.

El reconocimiento de este tipo de caracteres en microorganismos es
muy dificil. Las bacterias, arqueas y en algunos casos los hongos presentan
una limitada cantidad de caracteres que pueden considerarse como
homdlogos. En el caso particular de los procariontes, el inico método que se
aplica en el reconocimiento y delimitacion de especies es el fenético,
tomando en cuenta caracteres como la forma celular (cocos o bacilos), el tipo
de metabolismo (respiracion-fermentacion), la reaccion a las técnicas de
tincion (gram+ o gram-), pruebas bioquimicas (lactosa+ o lactosa-), la
presencia en determinado ambiente (mesdfilas o extremdfilas), entre otras. La
gran cantidad de homoplasias que pueden existir en estos caracteres hacen
de la sisteméatica bacteriana un sistema completamente artificial, sobre todo
en el nivel taxondmico de especie (Cowan, 1968; Priest, 1993; Goodfellow et
al., 1997). Las especies descritas a través del método fenético enmascaran
una gran cantidad de entidades evolutivas. Ward (1998) demostré que la
morfoespecie de cianobacteria Synechococcus lividis enmascara al menos 11
entidades evolutivas, cuando se aplica el concepto filogenético acompafiado
de una correlacion ambiental (concepto ecolégico). A partir de un muestreo a



lo largo de un gradiente de temperatura y usando la secuencia 16S rARN
para reconstruir la filogenia, llegé a la conclusién de que cada grupo dentro
del cladograma corresponde a aislados de un determinado gradiente
ambiental.

Los caracteres fenotipicos no son los Unicos expuestos a homoplasias,
también los marcadores moleculares pueden experimentar convergencias
evolutivas, evolucién paralela y reversiones a estados ancestrales. Este
altimo tipo de homoplasias ha sido estudiado en secuencias de ADN, en
donde es probable que en algunas posiciones (sobre todo en la tercera
posicion de los codones) existan redundancias por saturacion, es decir, si el
estado ancestral de una posicion en la secuencia es A (adenina), los estados
derivados de esa secuencia pueden experimentar subsecuentes cambios (de
AaG,deGaC,deCaGydeGaA) hasta llegar nuevamente a presentar la

misma base en la misma posicion (ver capitulo 4; Li, 1997).

Problema 2: no hay limites estrictos en el aislamiento reproductivo
Respecto al concepto biolégico de especie, éste puede tener algunas
limitaciones metodoldgicas, sobre todo cuando se inducen eventos
reproductivos de manera artificial, sin contemplar el flujo génico actual.
Detectar eventos reproductivos de esta manera no es sinénimo de un
intercambio de genes de manera mas 0 menos constante entre los grupos.
En estos casos es probable que la reproduccién sexual esté desacoplada y
permanezca aun cuando la variacion genética y el aislamiento geografico sea
muy grande (Taylor et al., 2000). Con los analisis de entrecruzamiento se
detecta el flujo génico potencial, mas no el flujo génico real y actual (Hibbett
et al., 1995). Un caso que ejemplifica lo anterior es el que se refiere a la
especie morfoldgica del hongo Pleorotus ostreatus, en el que se reconocen
ocho especies biolégicas. Sin embargo, cuando se aplican andlisis
filogenéticos, usando marcadores moleculares y se correlacionan con las
variantes ambientales en cada una de las ocho especies biologicas, se
reconocen un total de catorce especies (Vigalis y Sun, 1994).

El concepto biolégico pierde completa funcionalidad cuando se aplica a
poblaciones en proceso de divergencia y donde en algunos casos puede
existir flujo génico que origina grupos hibridos (Rieseberg, 1997). El término



de hibrido se puede restringir a aquellos organismos que se generan por
entrecruzamiento entre individuos de diferentes especies (Rieseberg, 1997).
Los hibridos pueden seguir dos rutas antagdnicas. Primero, cuando los
hibridos son producidos durante un proceso de especiacion parapatrica o
simpétrica en el que existe entrecruzamiento parcial entre los grupos en
divergencia en una zona geografica y ambientalmente intermedia por largos
periodos de tiempo, los hibridos pueden desaparecer debido a la formacion
de barreras reproductivas definitivas entre los grupos progenitores. Cuando
esto sucede se puede hablar de dos entidades evolutivas y un grupo temporal
de organismos hibridos (Turner, 1971). Segundo, cuando los hibridos se
aislan reproductivamente de los grupos progenitores se puede originar una
nueva especie, siempre y cuando la zona hibrida se mantenga constante en
el tiempo. Cuando esto sucede estariamos ante tres unidades evolutivas: los
grupos progenitores y la incipiente especie originada por hibridacion. La
formacion de nuevas especies a través de grupos hibridos se ha
documentado extensamente en plantas (Knobloch, 1971; Ellstrand et al.,
1996; Riesberg, 1997; ver capitulo 13); en el caso de animales y

microorganismos se sabe muy poco.

Problema 3: no se puede hablar de un solo factor ambiental que ejerza
una presion selectiva en las poblaciones

Cuando hablamos del concepto cohesivo, el concepto ecoldgico y las fuerzas
ecologicas son infuncionales debido principalmente a la falta de recursos
técnicos, estadisticos y conceptuales para analizar conjuntamente todos los
factores del habitat (condiciones y recursos) que puedan estar promoviendo
un cambio en las poblaciones, y que finalmente conlleven a un proceso de
especiacion (Templeton, 2001). Asimismo, aun no se sabe cual es el efecto
qgue un cambio de una determinada variable ecoldgica pueda tener en las
poblaciones, ni cdmo la interaccidon de distintas variables ambientales afecta y

promueve los procesos evolutivos.

Problema 4: un solo marcador molecular puede no ser representativo de

la filogenia de la especie



Con respecto al concepto filogenético, el principal problema que se podria
presentar al reconocer y, sobre todo, al delimitar unidades evolutivas seria
que la filogenia estuviera disociada de la tokogenia (Henning, 1966). El
término tokogenia se refiere al flujo génico actual en una poblacién. En tal
caso, las especies propuestas a través de la interpretacion de un cladograma
no corresponderian con los grupos que se formarian si se tomara en cuenta
el grado actual de flujo génico. Sin duda el uso de uno o varios caracteres
adecuados asi como la aplicacion correcta de los analisis estadisticos puede
evitar esta disociacion. David y Nixon (1992) proponen dos analisis
filogenéticos para reconocer y delimitar especies. El primero, denominado
Andlisis de Agregacion Poblacional (PAA), intenta separar grupos de acuerdo
con atributos que puedan ser unicos en una poblacion determinada (p. €j.
fijacion de alelos en las poblaciones estudiadas). El segundo, el andlisis de
Agregacion Cladistica de Haplotipos (CHA), agrupa las poblaciones que
tienen haplotipos idénticos en una sola especie filogenética. En estos analisis
se propone el uso de marcadores moleculares y en particular de secuencias
de genes para la generacion del cladograma. Diversos estudios han puesto a
prueba estos dos analisis (De Salle y Vogler, 1994; Escalada et al., 1996;
Brower, 1999) pero Brower (1999), al examinar las implicaciones que tiene el
uso del PAA para delimitar especies a partir de la secuenciacion de genes,
llega a la conclusién de que este método es inapropiado para inferir las
unidades evolutivas. Uno de los problemas que presenta el PAA es que al
usar datos como la secuenciacion de genes es casi imposible identificar
caracteres discretos (Crother, 1990).

El uso de los marcadores moleculares como herramientas en la
reconstruccion filogenética presenta problemas adicionales bajo este
concepto de especie. Particularmente, cuando se utilizan secuencias de
genes muchas veces se muestrea un solo locus. Cuando este locus presenta
una  segregacion de  polimorfismos  ancestrales  (polimorfismos
interespecificos) la reconstruccion filogenética puede ser incorrecta (Wu,
1991; 1992; Hey, 1994; Templeton, 2001). La segregacion de polimorfismos
ancestrales hace referencia a los alelos que permanecen en la poblacion adn
después de un proceso de especiacion. De esta manera, cuando se delimiten
los grupos dentro del cladograma, aquellos que compartan este tipo de alelos



serdn considerados como una sola entidad evolutiva. Para solucionar tal
problema se proponen dos opciones: la primera es el analisis de coalescencia
(Hudson, 1983,1990; Tajima, 1983; Nei, 1986; Takahata, 1989; Templeton,
1989, 1998, 2001) y la segunda es con el uso de varias genealogias de
distintos genes. La concordancia entre las reconstrucciones resultantes en
cada uno de estos genes es determinante en la delimitacion de especies
(Felsenstein, 1985; Wu, 1991, 1992; Avise, 1994, 2000; Hibbett et al., 1995;
Caccone et al., 1996; Giraud et al., 1997; O'Donell et al; 1998; Streelman et
al., 1998; Franzot et al., 1999; Taylor et al.,, 2000). Usando tres distintas
secuencias de genes en el complejo fungico Gibberella fujikuroi, O"Donell et
al. (1998) encuentran una concordancia entre las tres genealogias
generadas, dando como resultado un total de 45 especies, de las que 23 son

registradas como nuevas.

Problema 5: bajo el criterio de hibridacion ADN-ADN, todos los primates
perteneceriamos ala misma especie

El concepto genético incurre en dos faltas graves. La primera se refiere a la
universalidad del concepto. Si aplicamos el criterio de que dos muestras que
presenten mas del 70% de hibridacion ADN-ADN sean consideradas como la
misma especie, todos los géneros de la familia de los primates serian
consideradas como miembros de una misma especie (Stanley, 1997). La
segunda se refiere a que el criterio de hibridacion no esta sostenido en algun
mecanismo natural que pueda reflejar un proceso de especiacion, ademas,
aun no se sabe el papel que juega determinada secuencia en provocar
especiacion y sobre todo, es probable que esta correlacién no sea la misma
en diferentes linajes debido a una variacion en las tasas de evoluciéon
(Maynard Smith, 1995; Embley y Stackebradt, 1997; Goodfellow et al., 1997).
Al tomar Unicamente la hibridacibn como criterio para delimitar especies, el
concepto genético niega la importancia de determinadas regiones del ADN en
conferir una identidad a las especies. Es decir, asume que dentro de ese 70%
de ADN total que hibridiza todas las posiciones tienen la misma importancia,
independientemente si son secuencias codificantes o0 no. Sin embargo, es
mas probable que esa identidad se encuentre en el 30% del ADN total que no
hibridiza.



Problema 6: cuando la cohesividad no es tan evidente

Un problema del concepto cohesivo puede surgir cuando las fuerzas
ecologicas, las fuerzas genéticas y la reconstruccion genealbgica por
coalescencia (anidamientos de los haplotipos) delimitan de manera diferente
los grupos en evaluacion. En los pocos casos en que se ha aplicado el
concepto cohesivo jamas se ha visto una discordancia entre los grupos
formados a partir de estas tres formas de inferir unidades evolutivas (Gomez-
Zurita et al., 2000; Carbone y Kohn, 2001; Templeton, 2001). No obstante, en
el caso de que llegara a presentarse un evento de discordancia, habria que
volver a replantear los tres tipos de inferencia. Para el caso de la cohesividad
ecolégica se tendrian que hacer nuevas investigaciones que relacionen
ciertos factores ambientales con determinados atributos de los organismos;
para el caso de la cohesividad genética, es posible que los marcadores
moleculares no sean totalmente neutros o en su defecto, tengan una tasa de
evolucion diferencial entre los grupos en conflicto, en cuyo caso el uso de
marcadores moleculares que si cumplan estos requisitos es la solucion.

Un claro problema que se presenta al usar haplotipos para obtener la
genealogia de los grupos es la carencia de una base tedrica que iguale estas
genealogias generadas por coalescencia con los verdaderos linajes de la
poblacién (Templeton, 2001). Asimismo, cuando existe una gran cantidad de
alelos en un mismo locus los tiempos de coalescencia pueden ser errébneos
(Takahata, 1989; Wu, 1991). Un ejemplo claro es el de la tricotomia de los
linajes chimpancé-gorila-humano. Cann et al. (1987) encuentran que el
tiempo de coalescencia del linaje humano usando ADN mitocondrial es de
200 000 afios, mientras que el tiempo de coalescencia usando genes del
nacleo es de 400 000 afos; el tiempo estimado de divergencia del linaje

humano usando otros métodos llega a 5 millones de afios (Wu, 1991).

El concepto de especie en microorganismos, un problema adan no

resuelto

Cada uno de los conceptos revisados en este capitulo fueron en su origen
desarrollados tomando en cuenta determinadas formas de vida. El concepto



biolégico, por ejemplo, se construyé tratando de reconocer grupos en
organismos con una reproduccion sexual, principalmente animales y en
algunos casos, plantas (Petersen y Hughes 1999). El concepto ecoldgico se
planteé pensando basicamente en macroorganismos, en los que claramente
puede hacerse un andlisis de correlacion entre la variabilidad morfolégica de
los grupos con los recursos y condiciones del habitat (Van Valen, 1976). Es
entonces evidente que surge un problema de funcionalidad cuando queremos
aplicar un determinado concepto de especie a formas de vida distintas de

aquellas para los que inicialmente fue creado.

Los hongos y sus distintas formas de reproduccion
En algunos grupos de hongos la aplicacion del concepto biolégico puede ser
impractico debido a que la formacion de meiosporas no se lleva a cabo.
Reynolds (1993) afirma que un 20% de toda la diversidad de hongos se
reproduce de manera asexual y no produce meiosporas. Algunas otras
variedades son homotalicas y pueden producir meiosporas sin la necesidad
de una entidad complementaria. En hongos heterotélicos, la presencia de
meisporas no es suficiente para inferir entrecruzamiento, por lo que para
reconocer y delimitar sus especies, es necesario cultivarlos en el laboratorio
para inducir posteriormente su entrecruzamiento. Sin embargo, un problema
relevante es que hay variedades que no son cultivables y en algunos casos
es casi imposible que en condiciones de laboratorio puedan entrecruzarse.
Considerando esta diversidad reproductiva la solucion para reconocer
y delimitar especies es el concepto filogenético. En una gran cantidad de
estudios, existe concordancia entre las genealogias de distintos genes, de
manera que los grupos descritos son considerados entidades evolutivas
(Sullivan et al., 1995; Giraud et al., 1997; Mayden, 1997; O Donell, 1998; May
et al., 1999; Fisher et al., 2000). Carbone y Kohn (2001), ademas de usar
secuencias de genes, aplican en Sclerotinia la teoria de la coalescencia para
generar genealogias en cada uno de los loci analizados con la finalidad de
evidenciar los tiempos de divergencia tanto de las poblaciones como de las
especies del género. Usando secuencias de haplotipos en nueve distintas
regiones del ADN nuclear para 385 individuos, obtienen una concordancia

entre los nueve loci estudiados, con los mismos tiempos de coalescencia



tanto en el nivel poblacional como en el nivel de especie. Asimismo, un
analisis filogeografico de los nueve loci sefiala que determinados haplotipos
son exclusivos de ciertas regiones, perfectamente diferenciadas por una serie

de factores ambientales.

Los procariontes se reproducen de manera asexual pero pueden
experimentar transferencia horizontal de genes

En los procariontes (Archaea y Bacteria), la aplicacion de cada uno de los
conceptos de especie se complica mas que en cualquier otro grupo de
organismos. La forma de vida de la mayoria de los procariontes es
completamente diferente de la de los organismos que se han tomado como
modelo para desarrollar los conceptos de especie desde el punto de vista
evolutivo, a excepcion del genético. La diferencia radica en dos procesos: la
reproduccion y la recombinacién. Todos los procariontes sin excepcion se
reproducen de manera asexual, de tal manera que las células progenitoras
son idénticas a las células hijas, a menos que ocurra alguna mutacion. Esta
reproduccién esta desligada de la recombinacion, de tal manera que el flujo
de genes se lleva a cabo de manera lateral u horizontal, ya sea por
recombinaciéon homoéloga o no homéloga de material genético cromosomal o
extracromosomal (plasmidos; ver capitulo 9). Por su parte, la recombinacién
puede suceder dentro de la misma unidad evolutiva o incluso entre entidades
evolutivas filogenéticamente muy distantes (p. ej. entre especies del dominio
Bacteria y especies del dominio Eucaria; Bushman, 2001).

La forma actual de reconocer y delimitar las especies procariontes
desconoce por completo la dindmica evolutiva, ya que la metodologia,
completamente fenética, consiste en tomar cualquier tipo de caracteres
morfologicos (forma y tamafo), fisiologicos (actividad enzimatica) o
moleculares (hibridacion ADN-ADN o similitud entre las secuencias) para
después compararlos con las otras especies fenéticas. Desde hace unos 10
afios el unico marcador molecular que se utiliza de manera extensiva para tal
efecto es el gen que codifica para la subunidad 16s del rARN. Para definir
una especie utilizando este marcador se aplica la regla universal del <97%:
aquellos aislados que tengan una diferencia mayor a 97% en la secuencia de
este gen serdn considerados como especies diferentes (Stackebrandt y



Goebel, 1994). Esta metodologia tiene sus raices en la hibridacion ADN-ADN,
propuesta como criterio a partir de que se encontré que la mayoria de las
especies definidas con base en andlisis morfofisiologicos presentan una
diferencia minima de 70% cuando se realiza este tipo de hibridacion.

El concepto biolégico se podria ajustar sin problema a los procariontes,
siempre y cuando la frecuencia de recombinacidn intraespecifica sea muy
alta, al grado de generar un monto de variacibn en las poblaciones
equivalente al de la mutacién. Es importante mencionar que cuando la
contribucion de la recombinacion a la variacion genética es muy baja, la
mutacion es la fuerza que la esta generando, por lo que consideramos que un
buen parametro para definir especies con base el concepto biolégico la
contribucion de la recombinacion vs. la de la mutacion a la variacidon genética.
Se sabe que en especies como Staphylococcus aureus -un organismo clonal-
la contribucion de la mutacion a la variacion es 15 veces mayor que la de la
recombinacién (Fiel et al., 2003). En cambio, en Neisseria meningitidis,
Streptococcus pneumoniae y Campilobacter jejuni la contribucion de la
recombinacién es, respectivamente, 5, 10 y 50 veces mas importante que la
mutacion (Feil et al., 2003; Schouls et al., 2003). En este caso, la genética de
poblaciones puede resolver el problema de delimitacion de especies
mediante los indices de diferenciacion genética y de recombinacion (p. ej.
desequilibrio de ligamiento). Por su parte, el concepto filogenético se puede
aplicar siempre y cuando la recombinacion no homoéloga sea muy baja, ya
que de lo contrario cada gen tendra una historia filogenética muy diferente a
la de la especie. Lo anterior cobra mayor sentido cuando usamos marcadores
moleculares ya que si se utiliza una secuencia genética que tiene la
propiedad de transferirse de manera interespecifica, los andlisis filogenéticos
reflejaran la filogenia de ese gen y no la de la especie.

En la actualidad una de las controversias mas fuertes en el estudio
evolutivo de los procariontes es la que se refiere a la frecuencia de la
recombinacion homologa en poblaciones naturales. Diversos estudios han
corroborado que el intercambio genético es extremadamente raro en
poblaciones naturales (Robert y Cohan, 1995; Feil et al., 1999, 2000; Cohan,
2001, 2002); analisis con diversos marcadores moleculares sugieren que

algunos genes o0 segmentos de genes presentan una frecuencia de



recombinacién igual o menor que la de la mutacion (Selander y Musser, 1990;
Maynard Smith et al., 1993; Whittam y Ake, 1993; Robert y Cohan, 1995; Feil
et al., 1999, 2000). Por otro lado, diversos estudios demuestran que la
frecuencia de la recombinacién es muy alta (Istock et al., 1992; Souza et al.,
1992; Liu et al., 1998; Suerbaum et al., 1998; Silva et al., 1999; Baker et al.,
2000; Maynard-Smith et al., 2000; Frandsen et al., 2001). Es muy probable
que la frecuencia de la recombinacién varie dependiendo de la forma de vida
de las entidades evolutivas: en casi todos los ejemplos en los que el
intercambio genético es bajo, las especies estudiadas son simbiontes
patdogenos sumamente virulentos (Neisseria meningitidis, Streptococcus
pneumoniae, cepas patdgenas de Escherichia coli), mientras que los grupos
donde se encuentra una alta frecuencia de recombinacion son simbiontes
mutualistas (Rhizobium etli y muchas cepas de Escherichia coli). Los estudios
de recombinacion en organismos de vida libre son escasos, reportandose
s6lo el caso del complejo Bacillus subtilis, que demuestra que la
recombinacion es un evento sumamente frecuente en la naturaleza (Istock et
al., 1992).

Por otro lado, hay que tener en cuenta que un buen muestreo que
abarque la mayoria de las variantes en una poblacién puede ser determinante
en los analisis de recombinacion. En varios analisis en los que se determind
una baja frecuencia de recombinacion, los organismos muestreados se
obtuvieron de lugares sumamente distantes y en otros casos se obtuvieron
muestras de una sola linea clonal virulenta (Selander y Musser, 1990;
Whittam y Ake, 1993; Robert y Cohan, 1995).

En ausencia de recombinacién intraespecifica, Cohan (2001, 2002)
propone una serie de rutas evolutivas que los procariontes siguen para llegar
a procesos de divergencia y consecuentemente a la especiacion. Este autor
afrma que la mutacién es la Unica fuerza evolutiva capaz de generar
variacion genética y que la recombinacion en cualquier grupo bacteriano es
despreciable. EI modelo predice que cuando se produce una mutacion
adaptativa en una poblacion clonal, todos los individuos que no presenten
dicha mutacién desapareceran producto de la seleccion periédica. Debido a
la eficiencia que tiene esa nueva variante ante una serie de recursos y

condiciones dentro de un espacio dado (nicho ecoldgico), la seleccion



periédica modifica las frecuencias alélicas drasticamente de 1 (los individuos
con la mutacion adaptativa) a O (todos los individuos que no la presenten). Un
proceso de divergencia ocurrira cuando las mutaciones adaptativas lleven a
un subgrupo a modificar la forma de asimilar los recursos y a reaccionar de
manera diferencial ante las condiciones del medio. Esta divergencia ocasiona
que la seleccion periddica no afecte al grupo inicial y por lo tanto, estamos
ante un proceso de especiacion (Fig. 1). Estos grupos que se forman por una
cohesidén ecolégica son llamados ecotipos; para Cohan pueden ser
considerados unidades evolutivas, independientes unas de otras. Sin
embargo, en presencia de recombinacion intraespecifica este modelo
evolutivo propuesto para procariontes puede no ser correcto (Fig. 1). Las
mutaciones adaptativas en conjuncidn con intercambio genético ocasionan
que la mutacién adaptativa se propague en la misma poblacién o incluso en
distintas poblaciones que presenten un nicho ecoldgico distinto, por lo que la
frecuencia de los recombinantes en la poblacion estara determinada por
procesos de seleccion natural y deriva génica, mas que por seleccién
periddica. Siendo cierto esto, un ecotipo no siempre puede ser considerado
como una unidad evolutiva, y puede ser que varios ecotipos conformen una

especie.



Figura 1. Dos modelos que explican la dindAmica evolutiva de las especies
procariontes: el modelo clonal propuesto por Cohan (2000, 2001) y el modelo
con recombinacion.

Consideraciones finales

El reconocimiento y delimitacion de especies desde un punto de vista
evolutivo es de suma importancia en &reas relativamente nuevas de la
biologia. En la Biologia de la Conservacion, por ejemplo, busca conocer la
riqueza biolégica de determinada regién en un plano temporal para tomar
medidas de proteccién adecuadas al nUmero de variantes biolégicas que ahi
existan (ver capitulo 8). La riqueza biologica de una region puede medirse en
distintos niveles, desde el nivel genético hasta niveles taxondmicos

superiores. En diversos trabajos se plantea la idea de tener unidades



formales para medir la biodiversidad (Avise, 1989; Waples, 1991, Moritz,
1994), como las unidades evolutivamente significativas (ESU) que han sido
propuestas por varios autores (Ryder, 1986; Waples, 1991; Dizon et al., 1992;
Avise, 1994; Moritz, 1994; Crandall et al., 2000; Fraser y Bernatchez, 2001).
Una ESU se describe como un linaje en el que el flujo génico esté restringido
en relacion con otros linajes filogenéticamente muy cercanos, y que tiene una
estructura evolutiva propia (Fraser y Bernatchez, 2001). En sentido estricto
una ESU es una especie evolutiva y en el inicio del capitulo se planteé la
problematica metodolégica que tiene el concepto evolutivo de especie para
reconocer y delimitar unidades evolutivas. En tal caso la aplicacion de los
distintos conceptos con una metodologia propia pueden conducir al
reconocimiento y delimitacion de las especies y por consiguiente de las
ESUs.

En el presente trabajo se revisé de manera general el uso y aplicacion de
los distintos conceptos de especie en microorganismos. Sin embargo, grupos
tan importantes como los protoctistas o algas no fueron abordados.
Asimismo, dentro de los grupos de los hongos y de los dominios Bacteria y
Eucaria existe una gran diversidad de rutas evolutivas, por lo que la
funcionalidad de los conceptos puede variar dependiendo de ellas.

Un problema que no se abarco en este trabajo es el que se refiere a la
reestructuracion de la taxonomia en los niveles inferiores. Buena parte de los
grupos que tienen el nivel taxondmico de especie no corresponden a las
unidades evolutivas existentes, como el caso de una morfoespecie que puede
enmascarar varias unidades evolutivas. Cuando esto ocurre, sin duda hay
gue tomar decisiones formales y universales para nombrar a éstas y darles
un nivel taxonémico determinado.

Los microorganismos han sido agrupados siguiendo un metodo
simplista; el de concebirlos como un mero conjunto de individuos con
caracteristicas morfolégicas y bioquimicas similares. Este método usado por
los microbidlogos del siglo XIX no ha cambiado mucho hoy dia. El panorama
puede ser muy alentador, si al igual que en los macroorganismos vemos
estos grupos desde un punto de vista evolutivo, donde cada una de las
fuerzas evolutivas interactlan para generar entidades evolutivas con

propiedades genéticas, ecoldgicas y filogenéticas propias. Si asumimos lo



anterior cualquier concepto de especie puede ser aplicado en estos grupos
para reconocer y delimitar las unidades evolutivas, esas de las que tanto se

habla en macroorganismos.
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