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RESUMEN

Rodriguez-Verdugo, A. 2008. Variacién estacional en la diversidad de Pseudomonas
asociadas a un sistema acuatico fluctuante. Tesis profesional. Facultad de Ciencias,

Universidad Nacional Autébnoma de México. 66 pp.

La estacionalidad es una de las manifestaciones mas evidentes de heterogeneidad
ambiental y tiene un alto impacto en la estructura, distribucion y abundancia de los
microorganismos. Debido a que existen pocos trabajos que describan la estructura
genética de las poblaciones bacterianas a través de las estaciones, estudiamos durante
dos afios (dos veranos y dos inviernos) a varias especies cultivables del género
Pseudomonas en una laguna de desecacion del sistema acuatico de Churince, ubicado
en Cuatro Ciénegas, Coahuila. Se emplearon tres métodos para relacionar la
diversidad genotipica, fenotipica y de especies con las fluctuaciones estacionales del
ambiente. De las 70 cepas aisladas se identificaron 39 genotipos Unicos empleando el
elemento BOX de las secuencias repetitivas del genoma (BOX-PCR). La diversidad
de genotipos fue mayor durante el verano (G/N = 0.73 en agosto 2003 y G/N =1 en
agosto 2005) que durante el invierno (G/N = 0.29 en enero 2004 y G/N = 0.58 en
enero 2005). Las pruebas bioguimicas revelan que las cepas se agrupan parcialmente
por ocasion de muestreo. Las dos especies dominantes de Pseudomonas, de acuerdo
al gen 16S rRNA, se encontraron desfasadas en el tiempo: P. otitidis se recuperd
exclusivamente en el verano, mientras que P. mendocina se recuperd Gnicamente en
el invierno. Aunque se observo una recurrencia de ribotipos de ambas especies a lo
largo de las estaciones, los genotipos no se repiten en diferentes ocasiones de
muestreo. La diversidad genotipica promedio de los linajes de verano fué
significativamente mas elevada (H = 0.96 en P. otitidis) que la diversidad genotipica
promedio de los linajes de invierno (H = 0.44 en P. mendocina 'y H = 0 en P.
psychrotolerans). El indice de asociacion estandarizado (1,°) de los linajes fue
significativamente diferente de cero (x> = 0.0657 en P. otitidis y 1»° = 0.313 en P.
mendocina) lo que sugiere una estructura clonal en donde los eventos de
recombinacién no son lo suficientemente frecuentes para romper el desequilibrio de
ligamiento. Estos resultados indican que la comunidad de Pseudomonas estd
representada por linajes clonales que se estructuran temporalmente, lo que podria
contribuir al mantenimiento de la diversidad de especies bacterianas del lugar.



ABSTRACT

Rodriguez-Verdugo, A. 2008. Seasonal variation in Pseudomonas diversity within a
fluctuating aquatic system. Tesis profesional. Facultad de Ciencias, Universidad Nacional

Auténoma de México. 66 pp.

Seasonality is an example of environmental heterogeneity and has a high
impact on the structure, distribution and abundance of microbial populations. Since
the impact of seasonal variation in the genetic structure of few natural populations of
bacteria have been investigated, we studied during two years (two summers and two
winters) the cultivable fraction of the genus Pseudomonas in a desiccation lagoon in
Cuatro Ciénegas, Coahuila, México. We used three methods to explore the
relationship between the genotypic and phenotypic diversity with seasonal
fluctuation. We identified 39 unique genotypes with BOX-PCR fingerprinting
analysis out of 70 isolates. The genotypic diversity was higher in summer (G/N = 0.73
in august 2003 and G/N = 1 in august 2005) than in winter (G/N = 0.29 in january
2004 and G/N = 0.58 in january 2005). The cluster analysis based on the substrate
utilization patterns revealed that strains are group in sampling occasion clusters. Tree
predominant populations of Pseudomonas were identified by group-specific 16S
rRNA gen. P. otitidis was recovered only in summer and P. mendocina was recovered
only in winter. A seasonal pattern of ribotype reoccurrence was observed although the
genotypes occurred only once in time. The mean genotypic diversity was higher in
summer lineages (H = 0.96 in P. otitidis) than in winter lineages (H = 0.44 in P.
mendocina and H = 0 in P. psychrotolerans). The values of index of association
standardized (1,°) differed significantly from zero (x> = 0.0657 in P. otitidis and 14° =
0.313 in P. mendocina) suggesting that recombination is not frequent enough to break
up associations between loci and lineages are basically clonal. The observations made
in this study suggests that Pseudomonas community of Laguna Grande is represented
by highly clonal specialised lineages whose relative abundances are probably
determined by the prevailing environmental conditions. More studies are needed to
elucidate the role of seasonality in the maintenance of local species diversity.



INTRODUCCION

La evolucion bioldgica ha originado la increible variedad de formas de vida que
habita el planeta. Después de la publicacion de El origen de las especies de Charles
Darwin (1809-1882) en 1859, surgio el interés por estudiar a los organismos en su
propio ambiente y analizar las presiones de seleccion que producen los cambios
evolutivos. En este marco historico aparecio la ecologia, definida por primera vez por
el alemén Ernst Haeckel (1834-1919) en 1866. ElI campo de la biologia evolutiva
busca proveer explicaciones sobre el cambio de los organismos durante la historia de
la vida en la Tierra y los mecanismos que subyacen estos cambios, mientras que la
ecologia estudia la interaccion de los organismos con el medio ambiente y busca
proveer explicaciones sobre los patrones de diversidad que se presentan en la
naturaleza. Aungue constituyan dos campos separados de la biologia, la ecologia y la
evolucion comparten muchas preguntas. Una de ellas se relaciona con el surgimiento
y mantenimiento de la diversidad. La Ecologia Evolutiva es la disciplina sintética que
une ambos campos y espera responder este tipo de preguntas (Fox et al., 2001).

En los ultimos afios se han acrecentado los estudios empiricos y
experimentales que buscan dilucidar los procesos ecolégicos y las fuerzas evolutivas
que originan y mantienen la diversidad en las comunidades y poblaciones bacterianas
(Rainey et al., 2000; Kassen & Rainey, 2004). En este trabajo nos enfocaremos

primordialmente al estudio de las poblaciones bacterianas de vida libre.



1.1. ORIGEN Y MANTENIMIENTO DE LA DIVERSIDAD

Durante mucho tiempo los ecélogos de comunidades (interesados en la diversidad de
especies en una comunidad) y genetistas de poblaciones (interesados en la variedad de
genotipos dentro de las poblaciones) han sospechado que la estructura del ambiente se
relaciona con el mantenimiento de la diversidad (Kassen, 2002). En teoria, un
ambiente uniforme carente de estructura espacial y temporal, proveeria uno o unos
pocos nichos® ocupados por un limitado nimero de especies (Begon et al., 1999). A
su vez, la seleccion natural> mantendria Gnicamente los genotipos con mayor
adecuacion® lo que nos llevaria a una pérdida de diversidad (Kassen & Rainey, 2004).
En cambio, en un ambiente heterogéneo que presentara distintos nichos, se
favorecerian diferentes genotipos en cada nicho y la diversidad se mantendria.

A mediados del siglo XX, se observéd experimentalmente que las poblaciones
bacterianas propagadas en ambientes homogéneos evolucionaban por una serie de
recambios de clonas lo que llevé al establecimiento del modelo de seleccion
periddica’. Este modelo, originalmente propuesto por Atwood et al. (1951) y
retomado por Levin (1981), parte de la existencia de una poblacion asexual (con
ausencia de recombinacion intraespecifica), en donde existen mutaciones adaptativas

que confieren una mayor adecuacion a los individuos que las portan. Cuando surge un

! Nicho: Hipervolumen de n-dimensiones (conjunto de condiciones y recursos) dentro de cual las
poblaciones pueden mantener una tasa de crecimiento positiva (de acuerdo a la definicion de G. E.
Hutchinson, 1957).

2 Seleccion natural: Proceso dado por diferencias en la reproduccién y/o supervivencia entre alelos o
genotipos.

% Adecuacion: Medida de la habilidad de un genotipo de pasar sus alelos a las futuras generaciones en
relacién con otros genotipos.

* Seleccion periddica: Surgimiento de una mutacion adaptativa en una poblacion clonal, en dénde
todos los individuos que no presenten dicha mutacién seran eliminados, como producto de la seleccién

periddica.



individuo con una mutacion adaptativa, éste se propaga clonalmente y remplaza a
todos los individuos de la poblacion que no presentan dicha mutacién. La diversidad
genética es entonces purgada de manera ciclica cada vez que surge un nuevo mutante
mejor adaptado o méas competitivo. En las dltimas décadas se ha demostrado
experimentalmente que la diversidad puede surgir y mantenerse en ambientes
homogéneos (Helling et al., 1987; Rosenzweig et al., 1994; Lenski & Travisano,
1994; Elena & Lenski, 1997; Rozen & Lenski, 2000). Sin embargo, estos
experimentos han sido realizados en ambientes controlados. Es muy posible que estos
modelos no reflejen lo que sucede en las poblaciones de bacterias ambientales debido

a que los ambientes naturales tienden a ser mas complejos y variar en el tiempo.

a) Diversidad y heterogeneidad ambiental
Un ambiente heterogéneo es aquel que se halla constituido por diferentes ambientes
especializados (Begon et al., 1999). La mayoria de los ambientes contienen gradientes
de condiciones y de recursos disponibles los cuales pueden ser espaciales o
temporales. Ningin medio ambiente es constante a lo largo del tiempo, pero algunos
son mas constantes que otros, por lo que se reconocen tres categorias principales de
cambio temporal: 1) los cambios ciclicos (como los ciclos diarios y estacionales), 2)
los cambios direccionales (como la acumulacién de un compuesto en un lago), y 3)
los cambios erraticos (como las catastrofes naturales).

La heterogeneidad ambiental actia como fuerza diversificadora porque
produce nichos vacantes que pueden ser aprovechados por nuevas variantes (Rainey y

Travisano, 1998). Se han realizado diversos experimentos tomando como modelo a



las bacterias para probar los efectos de la oportunidad ecolégica® en la emergencia de
la diversidad (Rosenzweig et al., 1994; Turner et al., 1996; Rozen et al., 2000). Uno
de los experimentos relacionados con este tdpico fue realizado por Rainey y
Travisano (1998). Al propagar poblaciones de Pseudomonas fluorescens en diferentes
medios de cultivo, ellos vieron una rapida emergencia de diversidad (en forma de
variantes especializadas a diferentes nichos) en ambientes espacialmente
heterogéneos y no en ambientes espacialmente homogéneos. La teoria evolutiva
predice que en ambientes heterogéneos la seleccion favoreceria la emergencia de
especialistas ecoldgicos (con genotipos adaptados a diferentes nichos), tal y como se
pudo observar en el experimento de Rainey y Travisano. Sin embargo, esta
especializacion no es una condicion suficiente para mantener la diversidad en
ambientes heterogéneos. Los modelos de seleccién en ambientes heterogéneos
sugieren que, bajo las condiciones correctas, la diversidad puede mantenerse por
seleccién negativa dependiente de la frecuencia® en donde la adecuacién de un
genotipo es mayor cuando es raro que cuando es comun. Este tipo de seleccion
mantiene la variacién genética porque evita que los genotipos raros desaparezcan.
Aunque la accion de la seleccién dependiente de la frecuencia en ambientes
estacionales sélo ha sido probada en condiciones de laboratorio (Spencer et al.,
2007), es muy probable que también actle en ambientes naturales. En las poblaciones
de bacterias ambientales la seleccion dependiente de la frecuencia podria estar

actuando mediante la accion de virus (Thingstad, 2000).

° Oportunidad ecolégica: Circunstancias en las que la competencia no existe por diversas causas, y
por lo tanto quedan disponibles muchos tipos de recursos.

® Seleccion negativa dependiente de la frecuencia: La seleccion dependiente de la frecuencia implica
que la adecuacion de un genotipo esté en funcion de la adecuacion de otro genotipo de la poblacion. Se
dice que este tipo de seleccion es negativa cuando los genotipos raros (con baja frecuencia) tienen

mayor adecuacion que los genotipos comunes.



Es dificil saber si las fuerzas que mantienen la diversidad en las poblaciones
experimentales de laboratorio operan en poblaciones de bacterias ambientales, sin
embargo, existen algunos estudios empiricos que relacionan la diversidad genética
con variabilidad del habitat. McArthur et al. (1988) mostraron que la diversidad
genética de una poblacibn de Pseudomonas cepacia estaba directamente
correlacionada con la variabilidad espacial del habitat, (la cual fue estimada como la
suma de los coeficientes de variacion de cinco variables ambientales: porcentaje de
materia organica del suelo, carbono organico disuelto, Mg, Fe y NOs en el suelo). En
contraste con los estudios de variacion espacial, existen pocos trabajos que reportan
una relacién entre la diversidad genética y las variaciones temporales del ambiente.
No se sabe si los pocos casos reportados de interacciones genotipoxambiente’
relacionados con heterogeneidad temporal se deban a que es mas dificil mantener un
polimorfismo® estable cuando hay variacién temporal (en comparacién con la
variacion espacial) o si es mas dificil documentar este tipo de asociacion (Hedrick et
al., 1976; Hedrick, 1986).

Finalmente, se han propuesto otros factores ecoldgicos, aparte de la
heterogeneidad ambiental, que podrian jugar un papel importante en el origen y
mantenimiento de la diversidad en las poblaciones microbianas tales como: la

productividad, los disturbios ambientales y el parasitismo por fagos.

" Interacciones genotipo-ambiente (GXE): En este tipo de interacciones la adecuacién de los

genotipos varia en respuesta a los factores abioticos del ambiente.

8 o1: . ”» . . . -
Polimorfismo (genético): La presencia de mas de un alelo en cierto locus de una poblacion.



b) Fluctuaciones temporales del ambiente y mantenimiento de la diversidad
Las fluctuaciones temporales del ambiente pueden tener un alto impacto en la
diversidad de especies de una comunidad. Desde hace tiempo se ha notado que las
condiciones desfavorables del ambiente pueden reducir las densidades poblacionales
y por tanto, reducir la intensidad de la competencia. Existen diferentes modelos en los
cuales la coexistencia estable de especies resulta de las fluctuaciones ambientales.
Uno de los modelos mas simples se relaciona con la idea de que los disturbios
(eventos recurrentes de mortalidad) promueven la coexistencia estable debido a que
las reducciones en las densidades poblacionales disminuyen la intensidad de la
competencia (Wootton, 1998). Estos modelos simplistas han sido desplazados por
modelos méas elaborados que incorporan diversos factores bioGticos y abidticos
(Chesson, 2000). EI modelo de efecto de almacenaje (storage effect) de Chesson
(2000), propone que las especies pueden coexistir gracias a que sus tamafnos
poblacionales fluctian de modo que en ciertas condiciones una de las poblaciones
prolifera mientras que la otra se encuentra reducida o en latencia, esperando las
condiciones ambientales para su proliferacion (desplazamiento temporal de nicho).
Las tres condiciones para que esto suceda son: 1) que haya una respuesta diferencial
de las especies a las variaciones ambientales, 2) que haya covarianza entre el
ambiente y la competencia, es decir que las respuestas al ambiente modifiquen la
competencia y 3) que el crecimiento de las poblaciones no favorecidas esté
amortiguado, por ejemplo mediante estructuras de resistencia.

Este modelo ha sido propuesto como una de las posibles explicaciones al
mantenimiento de la diversidad de especies bacterianas en una comunidad (McArthur,
2006). Lamentablemente el concepto de especie en procariontes es muy controversial.

Aunque se han propuesto diversos conceptos (fenético, evolutivo, bioldgico, genético,
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ecoldgico, filogenético y cohesivo), el criterio que mas se utiliza para delimitar
especies procariontes es el concepto genético de especies (Ravin, 1963). Este ultimo
se define como un grupo de individuos con capacidad de intercambiar informacion
genética por medio de la conjugacién®, transducciéon’® o transformacion'. El
marcador molecular mas ampliamente utilizado para delimitar especies bacterianas
bajo este criterio es el gen que codifica para la subunidad pequefia del ribosoma que
tiene 1540 pb (16S rRNA). Cuando se compara la secuencia de este gen de dos
individuos y el porcentaje de similitud entre las secuencias es mayor al 97% se
plantea que los individuos pertenecen a la misma especie (Stackebrandt & Goebel,
1994). El andlisis de genes del 16S rRNA (ribotipos) es una de las aproximaciones
méas comunes para acceder a la biodiversidad de las comunidades de bacterias

ambientales (Giovannoni & Stingl, 2005).

1.2. EXPLICACIONES GENETICAS DE LA DIVERSIDAD

a) Estructura genética de las poblaciones bacterianas

La genética de poblaciones es una herramienta indispensable para estudiar la
variacion en las poblaciones bacterianas y las fuerzas evolutivas que moldean dicha
variacion. Los primeros estudios de genética de poblaciones bacterianas fueron
hechos en bacterias patdgenas y comensales de animales como Escherichia coli
(Whittam et al., 1983). La mayoria de estos estudios, realizados con electroforesis de
enzimas multilocus (MLEE), sugieren que las poblaciones bacterianas son

basicamente clonales. La recombinacion®? no parece ser lo suficientemente frecuente

o Conjugacion: Transferencia directa de ADN de una célula a otra.
19 Transduccién: Transferencia de fragmentos de ADN de una célula a otra por virus.

1 - . L . . -
Transformacion: Se refiere a la adquisicién de ADN desnudo del ambiente y su incorporacion en el
genoma (cromosomal o extracromosomal).
12 S . . - .
Recombinacion: Intercambio de material genético entre genomas diferentes.
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para romper el desequilibrio de ligamiento (asociacién no aleatoria de los alelos en
diferentes loci de una poblacion). Estas observaciones han reforzado durante décadas
el paradigma clonal de las bacterias. Sin embargo, no todas las bacterias parecen
seguir este paradigma. Estudios con MLEE sugieren que hay diferentes niveles de
clonalidad en las poblaciones bacterianas (Maynard-Smith et al.,, 1993). Las
poblaciones bacterianas pueden ser panmicticas y presentar una asociacion aleatoria
entre loci (como es el caso de Neisseria gonorrhoeae; Maynard-Smith et al., 1993) o
ser completamente clonales y presentar una asociacién no aleatoria entre loci (como
es el caso de Salmonella enterica; Maynard-Smith et al., 1993). También se han
reportado poblaciones con una estructura poblacional intermedia entre la panmixia y
la clonalidad. Las poblaciones con estructura poblacional epidémica (como es el caso
de Pseudomonas aeruginosa) son basicamente sexuales, aunque ocasionalmente
surge un mutante altamente exitoso que se propaga clonalmente (Pirnay et al., 2002).
Istock et al. (1992) estudiaron poblaciones de Bacillus subtilis del suelo aislado de un
sitio en el desierto de Arizona y vieron que las poblaciones presentaban un ligero
desequilibrio de ligamiento. Los trabajos de Souza et al. (1992) realizados en
Rhizobium leguminosarum sugieren que la recombinacion en bacterias es mas comun
de lo que se pensaba. Las poblaciones l6ticas de Burkholderia cepacia presentan a su

vez una limitada asociacion entre alelos (Wise et al., 1995).

b) Fuentes de innovacion bacteriana y mantenimiento de la variacion
La fuerza evolutiva que origina variacién en las poblaciones es la mutacion®®. La

recombinacién homéloga'® redistribuye dicha variacién y genera nuevas

13 - . . . . . -
Mutacién: En sentido amplio se refiere a cambios en el material genético.

14 Recombinacién homéloga: Rearreglo de fragmentos de DNA existentes.
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combinaciones alélicas. Asimismo, otras fuentes importantes de innovacion en
procariontes son la migracion y la recombinacién no homéloga®. Los eventos de

transferencia horizontal®

, gque pueden llevarse a cabo mediante procesos de
transduccion, transformacion y conjugacién, permiten la adquisicién de nuevos genes
que podrian brindar una ventaja selectiva (Ochman et al., 2000). Finalmente, la
seleccidn es la Unica fuerza evolutiva capaz de mantener la variacion en los caracteres
adaptativos. En la mayoria de los eucariontes, la variacion genética se mantiene por
seleccién balanceadora (ventaja de los heterocigotos) mientras que en los procariontes

la variacién se mantiene, principalmente, por seleccion negativa dependiente de la

frecuencia o por seleccion periddica (Rainey et al., 2000).

1.3. JUSTIFICACION

Los estudios de genética de poblaciones en bacterias de vida libre en ambientes
heterogéneos y fluctuantes apenas se estd desarrollando. Aunque los estudios
experimentales de laboratorio pueden proveernos de datos interesantes, no reflejan los
procesos Y las interacciones en la naturaleza. En los ultimos afios se han empleado
diversas técnicas moleculares, como el anélisis de polimorfismos de la longitud de los
fragmentos de restriccion (RFLP-PCR), electroforesis de enzimas multilocus
(MLEE), anélisis de DNA del gen 16S ribosomal y PCR de elementos repetitivos
palidromicos extragénicos (rep-PCR) para caracterizar las poblaciones microbianas
sujetas a variaciones estacionales del ambiente. Recientemente, se han propuesto

estudios que combinan el uso de marcadores moleculares con caracteres fenotipicos

15 L . -
Recombinacién no homéloga: Introduccidn de nuevos fragmentos de ADN al genoma.

16 . . . . -z . <
Transferencia horizontal: Movimiento de informacién genética entre células que no

necesariamente comparten un ancestro reciente.
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para describir la diversidad (fenotipica y genética) de especies bacterianas a través del
tiempo (Jaspers et al., 2001; Jaspers & Overmann, 2004).

Para estudiar el efecto de las variaciones estacionales en las poblaciones
bacterianas ambientales elegimos un grupo que fuera facil de aislar e identificar en un
medio selectivo, que presentara una alta diversidad de especies (Spiers et al., 2000) y
cuyos representantes fueran en su mayoria organismos mesofilos de vida libre. Por

ello escogimos al género Pseudomonas como grupo focal de estudio.
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OBJETIVOS

El objetivo general fue evaluar la relacion entre las fluctuaciones estacionales del
ambiente con la estructura poblacional y la diversidad (fenotipica y genotipica) de
Pseudomonas cultivables en una laguna de desecacion del sistema acuatico Churince,

Cuatro Ciénegas, Coahuila.

Por otro lado, los objetivos particulares, derivados del anterior son los siguientes:

1. Describir la diversidad de especies cultivables del género Pseudomonas en dos
veranos y dos inviernos.

2. Conocer la variacién genotipica y determinar si una Unica poza génica de
Pseudomonas se mantiene a lo largo de las estaciones.

3. Observar la variacion fenotipica de los individuos y ver si ésta se relaciona
con las estaciones.

4. Comparar tres métodos para evaluar la diversidad con diferentes
aproximaciones (ribotipos, genotipos y fenotipos) para determinar si existen
congruencias o disparidades entre ellos.

5. Hacer un andlisis de genética de poblaciones para establecer la estructura
genética temporal de las poblaciones de P. mendocina, P. otitidis y P.
psychrotolerans mediante estimaciones de diversidad genética y de
desequilibrio de ligamiento.

6. Evaluar si las poblaciones de P. otitidis exhiben mayor variabilidad entre
sitios a lo largo del gradiente espacial, o si exhiben mayor variabilidad en un

mismo sitio a través del tiempo (mayor estructuracion temporal que espacial).
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HIPOTESIS

I. ESTUDIO DE LA DIVERSIDAD TEMPORAL DEL GENERO Pseudomonas.

Ho: Las fluctuaciones ambientales estacionales no se relacionan con la diversidad de
las poblaciones de Pseudomonas, por lo tanto no esperamos ver cambios: 1) ni en la
composicién y diversidad de especies, 2) ni en la diversidad fenotipica, 3) ni en la
diversidad genotipica, de una estacion a otra.

Ha: Las fluctuaciones ambientales estacionales si influyen en la diversidad de las
poblaciones de Pseudomonas y esperamos ver cambios en por lo menos alguno de los
parametros para estimar diversidad (fenotipica, genotipica y de ribotipos), de una

estacion a otra.

Il. ESTRUCTURA POBLACIONAL DE LAS ESPECIES DOMINANTES DE

Pseudomonas.

Ho: Si los eventos de recombinacién fueran frecuentes (estructura panmictica), las
poblaciones de Pseudomonas podrian estar creando continuamente combinaciones
exitosas de genes para adaptarse a las condiciones fluctuantes del ambiente.

Ha: Si los eventos de recombinacion fueran raros (estructura clonal), las poblaciones
de Pseudomonas estarian dominadas por unas cuantas cepas altamente adaptadas las

condiciones ambientales del momento.
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MATERIALES Y METODOS

4.1. Zona de estudio

El sistema de Churince se localiza en el valle de Cuatro Ciénegas, ubicado en el estado
de Coahuila (Fig. 1). El valle de aproximadamente 150,000 hectéreas, esta rodeado por
montafas que se elevan hasta 3000 metros sobre el nivel del mar. El clima de la region
es arido; las temperaturas son extremas, excediendo 44 °C en el verano y bajando a 0
°C durante el invierno y la precipitacion promedio anual es menor a 200 mm
(Minckley, 1969). Pocas veces al afio llueve (entre mayo y octubre) aunque las escasas
lluvias suelen ser torrenciales. A pesar de la baja precipitacion, en el valle abunda el
agua subterranea que emerge a la superficie, formando pozas, rios y lagunas donde
habita una gran variedad de organismos acuéaticos. Las aguas subterraneas tienen una
alta concentracion en sales de sulfato, donde domina el sulfato de calcio, mientras que
el cloruro de sodio estd en bajas concentraciones, pero son extremadamente
oligotroficas, con concentraciones de PO, menores a 1 umol (Elser et al., 2005). Los
habitats acuaticos del valle soportan una gran variedad de especies endémicas
(Contreras-Balderas & Lozano-Vilano, 1996; Contreras-Aquieta, 1998). Los
estromatolitos, que son considerados globalmente raros, crecen en varias de las pozas y
rios. Debido al elevado numero de endemismos, el gobierno federal declar6 en 1984 a
Cuatro Ciénegas Coahuila como Area Natural Protegida en la categoria de Zona de
proteccion de Flora y Fauna y fue recategorizada en el 2007 a Area de Proteccion de

Recursos Naturales.
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Fig. 1. Ubicacidn del valle de Cuatro Ciénegas y del sistema Churince en el norte de la Republica

Mexicana. El esquema muestra los diez puntos de muestreo.

En el valle de Cuatro Ciénegas existen siete sistemas hidroldgicos: 1)
Churince, 2) la Becerra/Garabatal, 3) Rio Mezquites, 4) Rio Puente Chiquito, 5) Tio
Céandido/Escobeda, 6) Santa Tecla 'y 7) Rio Nadadores (Rio Grande) (Minckley, 1969).
El sistema hidrolégico Churince, consiste en tres zonas principales conectadas por
estrechos cauces de agua: el Manantial (M), la Laguna Intermedia (LI) y Laguna
Grande (LG) (Fig. 1). El sistema mide alrededor de 3 Km de recorrido y se caracteriza
por un marcado gradiente de salinidad, temperatura, pH y oxigeno disuelto. Los valores
de pH y oxigeno disuelto incrementan del Manantial a la Laguna Grande de 8.3a 10.0y
de 6.0 a 9.6, respectivamente. En cambio, la temperatura incrementa de la Laguna
Grande al Manantial de 23 a 31 °C, respectivamente (Tabla 1; Cerritos et al., en
revision). El agua de la Laguna Grande (laguna de desecacién) no excede el metro de
profundidad y su temperatura fluctta entre 10 y 30°C, a diferencia del Manantial que se

mantiene relativamente constante (Fig. 2).
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Tabla 1. Medidas ambientales tomadas en los diferentes puntos de muestreo del Sistema

Churince.
. . Oxigeno Conductividad T

Muestra Latitud Longitud pH disuelto  (umhos)x1000 °C)
LG ml 26°50.830’N  102°09.335’E  10.0 9.6 4.2 23.0
LG m2 26°51.199’N  102°09.009’E 9.8 9.5 4.2 24.5
LG m3 26°51.146’N  102°08.964’E 9.7 9.5 4.2 25.0
LG m4 26°51.222’N  102°09.040’E 9.6 9.0 3.2 25.5
LI m5 26°51.021’N  102°08.644’E 9.5 8.5 3.2 25.5
LI mé 26°50.927’N  102°08.539’E 9.3 8.2 2.0 26.0
LI m7 26°50.910’N  102°08.438’E 9.3 8.0 2.0 26.0
LI m8 26°50.897’N  102°08.558’E 9.3 8.0 1.8 26.0
M m9 26°50.717’N  102°08.295’E 8.9 7.5 1.6 29.5
M m10 26°50.421’N  102°08.047’E 8.3 6.0 1.4 31.0

4.2. Género de estudio

El conjunto de bacterias Gram-negativas conocidas como Pseudomonas sensu lato
estd divido en cinco grupos de rRNA en base a un estudio de hibridizacién rRNA-
DNA realizado por Palleroni et al. (1973). Las especies del género Pseudomonas
sensu stricto pertenecientes al grupo | de rRNA, son y-Proteobacterias (Kersters et
al., 1996) de forma bacilar con uno o mas flagelos polares. Oxidan compuestos
organicos (quimioorganoétrofos) y crecen a pH neutro en un intervalo mesofilico de
temperatura (28-40°C). Aunque son aerobias estrictas, algunas especies
desnitrificantes pueden utilizar nitrato como aceptor de electrones en anaerobiosis.
Poseen diversas rutas metabdlicas que les permiten utilizar un amplio espectro de
compuestos organicos, y ocupan una importante posicion ecolégica en el ciclo del
carbono y del nitrégeno. Los miembros del género se encuentran en una amplia gama
de ambientes naturales (terrestres, dulceacuicolas y marinos) y forman asociaciones
intimas con plantas y animales (muchas veces como patdgenos oportunistas). Esta
amplia distribucién sugiere un elevado grado de adaptacion fisiologica y genética al

medio (Spiers et al., 2000).
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Trabajos previos empleando métodos dependientes de cultivos, sugieren que
Pseudomonas es uno de los géneros bacterianos representativos en la fraccion de
cultivables del sistema acuatico de Churince (Souza et al., 2006; Escalante et al., en

proceso).

4.3. Muestreo

Se tomaron muestras en cuatro puntos (m1, m2, m3, m4) de Laguna Grande (Fig. 1)
en agosto del 2003, enero del 2004, enero del 2005 y agosto del 2005 (dos veranos y
dos inviernos). En cada uno de los puntos de muestreo se tomaron 15 ml de agua de la
superficie en tubos Falcon estériles. Por sitio se tomaron tres réplicas independientes.
Para el analisis de la estructura espacial se tomaron en agosto 2003 muestras de agua
superficial de 10 sitios del sistema de Churince: dos sitios de colecta localizados
dentro del Manantial (m9 y m10), cuatro en Laguna Intermedia (m5, m6, m7 y m8) y

cuatro en Laguna Grande (m1, m2, m3, m4).

A. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE Pseudomonas.

a) Siembra y extraccion de DNA

Para aislar las cepas del género Pseudomonas, se sembraron en campo 200 ul de
cada muestra en un medio de cultivo agar GSP' selectivo para Pseudomonas-
Aeromonas segun Kielwein (1969, 1971). Debido a que la mayoria de los
microorganismos acompafantes no pueden metabolizar ni el glutamato ni el almidén
(Unicos nutrientes del medio), en principio s6lo las especies de los géneros

Pseudomonas y Aeromonas pueden crecer en el medio agar GSP. Al degradar el

! Composicién del medio agar GSP: 10 g/L de L(+) Glutamato de sodio, 20 g/L de Almiddn
hidrosoluble, 2 g/L de Fosfato de potasio dihidrogenado, 0.5 g/L de Sulfato de magnesio, 0.36 g/l de
Rojo fenol y 12 g/l de agar; ajustado a un pH final de 7.3 £ 0.2)
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almidon las Aeromonas producen &cido tornando el color naranja del medio a
amarillo (Stanier et. al., 1966). En cambio, las colonias de Pseudomonas coloran el
medio de color rojo o violeta, propiedad gracias a la cual pudieron ser diferenciadas.
Los aislados fueron guardados a -80 °C en 5% de medio de GSP con 15% (vol/vol) de
glicerol. Se extrajo DNA de las colonias con un kit de extraccion DNeasy Tissue Kit

(Qiagen, Hilden) siguiendo las instrucciones del fabricante.

b) Huellas genéticas BOX-PCR

Los elementos repetitivos que se utilizan en la técnica rep-PCR se encuentran
repartidos en todo el genoma bacteriano y pueden estar presentes en ambas
orientaciones (Fig. 3). Se han identificado tres familias de secuencias repetitivas: los
palindromes extragénicos repetitivos (REP) de 35-40 pb, las secuencias repetitivas
intergénicas consenso de las enterobacterias (ERIC) de 124 a 127 pb y el elemento
BOX de 154 pb (Versalovic et al., 1991; Martin et al., 1991). A partir de la
amplificacion selectiva de estas secuencias se puede hacer un analisis tipo
“fingerprint” o huella gendmica con alta reproducibilidad que permite distinguir
individuos o clonas (De Bruijn et al., 1996).

Desde que se reportd la existencia de elementos repetitivos en los genomas de
Pseudomonas (Louws, 1994), la técnica ha sido empleada en estudios de biogeografia
y ecologia de este género (Fulthorpe, 1998; Cho & Tiedje, 2000). En este estudio se
empled el primer BOX-A1R originalmente reportado en el género Bacillus (5°-
CTACGGCAAGGCGACGCTGACG- 3°) del elemento BOX (Versalovic, 1991).
Cada reaccion de PCR de 25 ul estaba compuesta por 2uM del primer BOX A1R, 1ul
de DNA, 50mM de MgCl,, 1mM de cada uno de los cuatro dNTPs y una unidades de

Taq polimerasa (Applied Biosystems). EI PCR de amplificacion se realiz6 en un
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termociclador (MJ Research) con el siguiente programa: un ciclo de 95°C por 2 min
seguido de 30 ciclos de 93°C por 45 s, 50°C por 1 min, 65°C por 8 min y un ciclo de
65°C por 8 min. El producto fue corrido en un gel de agarosa al 1.5% en buffer TAE
(Tris acetato EDTA) 0.5X a 180 mV por 5 h. Los geles fueron tefiidos con bromuro

de etidio y fotografiados. Se guardaron las fotografias en formato TIFF para su

posterior analisis.

1. Elementos 2. Amplificacion de distintas 3. Electroforesis.
" . o - — —
repetitivos regiones genémicas emplgando —n —E 5
conservados, primers disefiados para unirse a —+ - = A
dispersos a lo largo de los elementos repetitivos BOX, o mE_— | En|
todo el g_enoma ERIC v REP. / .:‘i .:‘i ﬁ
bacteriano. at - = —

Fig. 3. Principio de las huellas genéticas rep-PCR. (Modificado del Persing et al., 2004)

c) Identificacion de las especies bacterianas

Se amplifico el gen 16S rRNA de los genotipos Unicos. Se emplearon los primers
universales para la mayoria de las eubacterias, conocidos como 27F y 1492R (Lane,
1991). Cada reaccion de PCR contenia buffer para PCR al 1X, 2 mM de MgCl,, 0.8

mM de una mezcla de dNTP, 0.3 uM de cada primer, una unidad de Taq polimerasa

(Applied Biosystems) y 2 ul de DNA. Todas las reacciones se realizaron en un
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termociclador (MJ Research) con el siguiente programa: un ciclo de 94°C por 4 min
seguido de 30 ciclos de 94°C por 1 min, 52°C por 1 min, 72°C por 1 min'y 71°C por
3 min. El producto de PCR fue purificado en un gel de agarosa al 2% utilizando el
protocolo del kit QlIAquick gel extraction kit (Qiagen, Hilden). Se emplearon siete
primers (8F, 357R, 530R, 530F, 790F, 981R y 1492R) para obtener la secuencia
completa (= 1450 pb) del 16S rRNA (Tabla 2) (Sacchi et al., 2002). La reaccién de
secuenciacion se realizd en un volumen total de 15 pl, el cual contenia 2 ul de Big
Dye Terminator Sequencing kit (Applied BioSystems), 1.6 uM de primers 'y 5 ul del
producto amplificado. Las condiciones de secuenciacion fueron: 1 ciclo de 5 min a
95°C, 45 ciclos de 10 s a 95°C, 10 a 50°C y 4 min a 60°C. La secuenciacion se hizo
en un secuenciador de capilar (ABI-Avant 100). Se ensamblaron las secuencias con
los programas BioEdit y Consed. Finalmente se identificaron las cepas pertenecientes
al género Pseudomonas comparando las secuencias con la base de datos del

Ribosomal Database Project II (RDB; Maidak et al., 1994).

Tabla 2. Primers utilizados para la amplificacion y la secuenciacion del gen 16S

rRNA.

Primers usados para amplificar el gen 16S rRNA

27F 5-AGAGTTTGATCCCTCAG- 3
1492R 5-ACCTTGTTACGACTT- 3
Primers usados para secuenciar el gen 16S rRNA completo

8F 5-AGTTGATCCTGGCTCAG- 3
357R 5-CTGCTGCCTCCCGTA-3

530R 5-GTATTACCGCGGCTGCTG- 3
530F 5-CAGCAGCCGCGGTAATAC-3
790F 5-ATTAGATACCCTGGTAG- 3
981R 5-GGGTTGCGCTCGTTGCGGG- 3
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B. ANALISIS DE LA DIVERSIDAD DE Pseudomonas
a) Diversidad de especies
Se alinearon las secuencias del gen 16S rRNA usando el programa de computo
ClustalX (Thompson, 1994) junto con secuencias previamente registradas del RDB.
La reconstruccién filogenética se llevo a cabo mediante el método de Neighbor-
joining usando un modelo de sustitucién Kimura 2-parametros con el programa de
computo MEGA version 3.0 (Kumar et al., 2004). Para delimitar especies se escogio
un criterio de similitud mayor o igual al 97% en la secuencia del gen 16S rRNA.

Se utilizaron los indices de Simpson y Shannon-Wiener para calcular la
diversidad de especies bacterianas en las estaciones. El indice de Simpson equivale al
inverso del grado de dominancia que hay en una comunidad:

S
H=1/(Xpd
i=1

en donde p; es la proporcion de individuos que corresponde a cada especie (i).
Para estimar la diversidad en relacion al tamafio de la muestra se uso el indice

de Shannon-Wiener:
S
H=-X plogp,
i=1
Entre méas grande es su valor, mayor es la diversidad de una comunidad.
b) Diversidad genotipica
Se construyd una matriz binaria de presencia/ausencia de banda en las distintas

posiciones (la presencia 0 ausencia de banda fue codificada como 1 o O,

respectivamente). Para conocer la similitud entre los genotipos se realizo un analisis
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de UPGMA utilizando una distancia genética de Nei (1987) con el programa “Tool
For Population Genetic Analysis” (TFPGA) version 1.3 (Miller, 1997). Los genotipos
idénticos fueron definidos en base a la distancia genética: una distancia genética de 0
entre los genotipos equivale a una sola clona.

La proporcion de genotipos distinguibles es una medida de clonalidad que ha
sido ampliamente utilizada en estudios con plantas (Ellstrand & Roose, 1987; Clark-
Tapia et al., 2005). Originalmente fue definida como G/N en donde G es el niumero de
genotipos y N es el numero total de individuos (ramets) muestreados. Esta medida
también puede ser empleada como indice de diversidad genotipica utilizando las
huellas genéticas BOX-PCR (Cerritos et al., en revision). El indice se calcula como
G/N en donde G es el nimero de genotipos unicos y N es el namero total de cepas
aisladas. Cuando el valor es de 1 significa que cada cepa esta representada por un

Unico genotipo; cuando el valor tiende a 0, la poblacién es clonal.

c) Diversidad fenotipica

Se hicieron pruebas de crecimiento de todas las cepas en diferentes medios de cultivo
(diferentes fuentes de carbono, diferentes pH). Se probaron 20 fuentes de carbono:
ramnosa, salicina, manitol, fumarato, &cido malico, trealosa, fructosa, dulcitol, D-L
alanina, D-aspartico, manosa, rafinosa, glucosa, arabinosa, citrato, L-glutamico,
sorbitol, glicerol, xilosa y lactosa. Cada medio de cultivo estaba compuesto por un
medio minimo GSP (sin glutamato ni almidén) y 4 g/l de la fuente de carbono.
También se hicieron pruebas de crecimiento en medios &cidos (pH 4.5) y béasicos (pH
9). El crecimiento de las cepas fue registrado de forma cualitativa (+, crecen; - no
crecen). Con las pruebas bioquimicas efectuadas se elabor6 una matriz con

datos discretos. Cuando la cepa presentaba crecimiento en determinada prueba
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bioguimica se le asignaba el valor de 1; cuando no crecia en esa prueba bioquimica se
le asignaba el valor de 0. Esta matriz fue sometida a un analisis de agrupamiento de

datos mediante el método de UPGMA usando el programa TFPGA (version 1.3).

d) Correlacion de métodos
A partir de los resultados obtenidos de los analisis filogenéticos, genotipicos y
fenotipicos se elaboraron matrices de distancia. En todos los casos se emplearon

distancias genéticas de Nei (D; Nei & Li, 1979) que se estimaron de la siguiente

manera.
) kK kK
D_m2 _ Y X XiXydi
i=1 j=1
DA:ATClZ _&1_'_75’2\
2

donde D = distancia de Nei no corregida, Do = distancia de Nei corregida, k =
numero de haplotipos distintos en la poblacion 1, k» = namero de haplotipos distintos
en la poblacién 2, x;i = frecuencia del haplotipo i en la poblacion 1, x,j = frecuencia
del haplotipo j en la poblacién 2, ¢ij = numero de diferencias entre el haplotipo iy j.

Los valores de distancia genética utilizados fueron los de Da.

Se hicieron correlaciones entre las distancias de los fenotipos (definidos por
las pruebas bioquimicas) y de los genotipos (definidos con BOX-PCR), entre las
distancias de los fenotipos y de los genotipos (definidos con el gen 16S rRNA) y
entre las distancias de los genotipos, definidos con BOX- PCR y con el gen 16S
rRNA. En los tres casos se realizé una prueba de Mantel (Mantel, 1967; Smouse et
al., 1986) para verificar que las matrices de valores de distancias genéticas estuvieran
correlacionadas. El analisis de datos se realizo con el programa TFPGA (version 1.3).

El estadistico fue probado usando 1000 permutaciones (o = 0.05).
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C. GENETICA DE POBLACIONES

Para analizar la genética de poblaciones de P. otitidis, P. mendocina y P.
psychrotolerans se empled una matriz binaria de presencia/ausencia de banda de las
huellas genéticas BOX-PCR. Se us6 el programa Arlequin version 2.0 (Schneider et

al., 2000) para calcular los indices de diversidad genética.

a) Diversidad genética: La diversidad de genotipos mide la probabilidad de que dos
genotipos escogidos al azar sean diferentes en la muestra y fue estimada usando el
indice de Nei y Tajima (Nei & Tajima, 1981):
H=[n/(n-1)](1 - = pi)
en donde n es el nimero de copias de genes en la muestra, k es el nimero de
genotipos y pies la frecuencia en la muestra del haplotipo i-th.
Su varianza fue calculada como:

V(H) = {2/[n(n - 1)} {2(n - 2)[Z pi® - (£ pi*)’J+Z pi® - (2 pi*)*}

b) Desequilibrio de ligamiento: Para estimar el desequilibrio de ligamiento se
calculd el indice de asociacion estandarizado (1,%) con el programa LIAN versién 3.5
(Haubold y Hudson, 2000). El indice de asociacién estandarizado (Ia°) es una
modificacion al indice de asociacion (1n) de Maynard-Smith et al. (1993) y se calcula
como:
12° = [U/(1 - D] [(VolVe) - 1) ]

en donde | es el namero de loci (Haubold y Hudson, 2000). Si hay desequilibrio de
ligamiento, el valor esperado del indice de asociacion (1,°) es cero y los eventos de
recombinacién ocurren frecuentemente. Si el valor de 1,° difiere significativamente de

cero (P<0.05), la recombinacion es rara.
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c) Estructuracion espacial y temporal: Se hizo un estudio comparativo entre la
estructuracion genética espacial y temporal de las poblaciones de P. otitidis. Para
estudiar la estructura espacial de P. otitidis se definieron tres poblaciones del Sistema
de Churince: la poblacion 1 correspondiente a la Laguna Grande, la poblacion 2
correspondiente a la Laguna Intermedia y la poblacion 3 correspondiente al
Manantial. Para estudiar la estructura temporal de P. otitidis se definieron dos
poblaciones: la poblacion de agosto de 2003 y la poblacion de agosto de 2005.

La estructura genética de las poblaciones fue investigada por un analisis
molecular de la varianza (AMOVA) como ha sido definida por Cockerham (1969,
1973) y extendido por otros autores (Weir & Cockerham, 1984; Long, 1986). El
pardmetro Fst de Weir y Cockerham (1984) provee una medida de estructuracion
genética poblacional basada en la varianza de la diversidad genética dentro y entre los
grupos estudiados.

Los componentes de covarianza (ci?) se usan para calcular los indices de
fijacion, definidos originalmente por Wright (1951, 1965) en términos de coeficientes
de autocruza. En el caso haploide se asume que el vector de la frecuencia del
haplotipo i de la poblacién j en el grupo k es una ecuacion lineal de la forma:

Xijk = X + a + bjk + Cijk

El vector x es el valor esperado y desconocido de xij, los efectos son a para el
grupo, b para las poblaciones y c para los haplotipos dentro de una poblacion, dentro
de un grupo, los cuales se asumen aditivos, al azar, independientes y con elementos
de covarianza aociados: oa%, an’ , o’ respectivamente.

La varianza molecular total (o7%) es la suma de las covarianzas:

2 _ 2 2 2
or = 03 + oy + o¢
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En el caso de una estructura genética jerarquica simple (individuos haploides,

un grupo de poblaciones), el parametro Fst que se obtiene es:
Fsr= o’ | ov

Uno de los resultados que surge del analisis de AMOVA es una matriz de Fst
por pares de poblaciones que refleja las diferencias entre poblaciones a partir de las
diferencias entre haplotipos. La distribucion nula de los valores pareados de Fst bajo
la hipotesis de que no hay diferencias entre poblaciones se obtiene permutando los
haplotipos entre poblaciones. El valor de P de la prueba es la proporcion de
permutaciones que conducen a valores de Fsr mayores o iguales al valor de Fsr
observado.

Se calcul6 el estadistico Fsr promedio de comparaciones pareadas, tanto en el

espacio como en el tiempo con el programa Arlequin 2.0 (Schneider et al., 2000).
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RESULTADOS

En total se aislaron 97 cepas en los cuatro puntos de muestreo de Laguna Grande de
las cuales se identificaron 55 genotipos Unicos mediante las huellas genéticas BOX-
PCR. Se secuencio el gen 16S rRNA completo para conocer la identidad de los
genotipos representantes. De las cepas asignadas al grupo de las y-Proteobacterias, 70
pertenecieron al género Pseudomonas, una al género Marinomonas, nueve a la familia
Enterobacteriaceae y dos al género Acinetobacter. También se aislaron 15 cepas
pertenecientes al género Flavobacterium (Apéndice 1). En este estudio sélo se

trabajaron las cepas del género Pseudomonas.

5.1.. DIVERSIDAD TEMPORAL DE Pseudomonas

a) Diversidad de especies

Todas las Pseudomonas identificadas en este estudio usando el gen 16S rRNA forman
parte del grupo | de similitud de Pseudomonas (sensu lato) conocidas colectivamente
como Pseudomonas (sensu stricto) (Palleroni et al., 1973). Las 70 cepas fueron
relacionadas con ocho especies de Pseudomonas con base en el porcentaje de similitud
con las secuencias del 16S rRNA del RDB (Tabla 2, Fig. 4). Las tres especies mas
abundantes en la comunidad de Pseudomonas fueron: P. mendocina con 26 individuos,
P. otitidis con 21 individuos y P. psychrotolerans con 11 individuos. Las dos
poblaciones méas abundantes de Pseudomonas estuvieron desfasadas en el tiempo: P.
otitidis fue registrada exclusivamente en el verano (agosto de 2003 y agosto de 2005),
mientras que P. mendocina fue registrada exclusivamente en el invierno (enero de 2004
y enero de 2005). Aunque tres especies de la comunidad de Pseudomonas siguen un

patrén estacional, cinco especies no siguen un patrén estacional, ya sea porque fueron



aisladas en una Unica ocasion de muestreo (como es el caso de P. psychrotolerans) o
porque fueron aislados en diferentes estaciones (como es el caso de P. putida y P.
alcaligenes). Por otro lado, los indices de diversidad de Simpson y Shannon-Weiner no

muestran que haya mayor diversidad de especies en invierno o en verano.

Tabla 2. Namero de cepas aisladas de cada especie en base a la homologia entre las secuencias
de 16S rRNA vy las secuencias tipo del Ribosomal Database Project Il. Las especies fueron
definidas como un grupo de genotipos que comparten mas de 97% de similitud con las
secuencias del 16S rRNA (<1450 pb).

Promedio del Numero de cepas aisladas

porcentaje de

Especie No. de acceso en el GenBank similitud de las Agosto Enero Enero Agosto Total
. 2003 2004 2005 2005
secuencias

Pseudomonas mendocina DQ178219 99.2 % 0 17 9 0 26
Pseudomonas otitidis AY953147" 98.8 % 14 0 0 7 21
Pseudomonas psychrotolerans AJ575816" 98.8 % 0 11 0 0 11
Pseudomonas alcaligenes AJ006110 97.4 % 0 1 0 3 4
Pseudomonas putida D37923" 98.6 % 1 0 1 2 4
Pseudomonas koreensis AF468452" 98.2 % 0 1 1 0 2
Pseudomonas fluorescens CP000076 99.9 % 0 0 1 0 1
Pseudomonas sp. DQ910409 97.7 % 0 1 0 0 1
Numero total de individuos 15 31 12 12 70
Numero total de especies 2 5 4 3

indices de diversidad de Simpson (S)
indices de diversidad de Shannon (H)

1.142 2.327 1.714 2.322
0.106 0.447 0.363 0.417
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Fig. 4. Relacion filogenética de 70 cepas pertenecientes al género Pseudomonas aisladas de Laguna Grande,
Churince basada en las secuencias del gen 16S rRNA completo (= 1450 pb). El arbol fue construido con el
método Neighbor-joining usando un modelo de sustitucion Kimura 2-parametros (Kimura, 1980). La escala
de la distancia genética representa 0.01 sustituciones por sitio. EI nimero junto a cada nodo indica los
porcentajes de los valores de bootstrap para 1500 replicas que exceden el 50%. Las cepas de referencia estan
sefialadas con cuadros de colores (en algunos casos se indica el lugar de dénde fueron aisladas las muestras):
en el extremo derecho esté la clave de acceso al GenBank. Los paréntesis indican el nimero de individuos

asilados de cada representante.
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A P. otitidis P. alcaligenes W Pseudomonas sp.

Fig. 5. Anélisis de cluster con UPGMA utilizando una distancia genética de Nei (1987) de las huellas genéticas BOX-PCR. La
escala de distancia genética esta representada en la esquina superior izquierda. Las clonas idénticas tienen una distancia
genética de 0 en base a la presencia/ausencia de bandas en cada locus. El simbolo junto a cada cepa corresponde a su identidad
con el gen 16S rRNA.

U



b) Diversidad genotipica

Del total de las 70 cepas aisladas de Pseudomonas, se identificaron 39 genotipos Unicos
con los patrones de bandeo BOX-PCR (Fig. 5). El genotipo mas comun fue encontrado
en enero de 2004 con una frecuencia de 18.8% (13 genotipos de 70 cepas asiladas). No
se observa una recurrencia de los genotipos a lo largo de las estaciones (un mismo
genotipo no se repite en diferentes ocasiones de muestreo). Un anélisis mas detallado
revela que hay més clonalidad durante el invierno que durante el verano (Fig. 6). En
agosto de 2005 el indice de diversidad genotipica es de 1, es decir que cada cepa esta
representada por un genotipo unico. En cambio en enero de 2004 el indice de diversidad

genotipica es de 0.29, lo que sugiere altos niveles de clonalidad durante el invierno.

0,9 -
0,8 4

0,7 -
0,6 4

0,5 -
0,4
0,3
0,2 -
0,1

Genotipos/Cepas

Ago 03 N=15 Ago 05 N=12 Ene 04 N=31 Ene05 N=12

Colecta

Fig. 6. Indice de clonalidad de las poblaciones del género Pseudomonas establecido a partir de las
huellas genéticas BOX-PCR. Las colectas de verano (agosto 2003, agosto 2005) estan representadas

en gris mientras que las colectas de invierno estan representadas en blanco (enero 2004, enero 2005).
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c) Diversidad fenotipica

Se realizaron pruebas bioguimicas de los genotipos representantes con dos propdsitos:

por un lado para determinar si existe una relacion entre el fenotipo y las estaciones y

por otro lado para comparar la diversidad fenotipica con la diversidad genotipica. Del

total de 39 cepas con genotipos representantes, sdlo 29 permanecieron viables y

pudieron ser crecidas en medio GSP. De acuerdo al analisis con UPGMA de las pruebas

bioquimicas, las cepas no se agrupan ni por similitud en la secuencia del gen 16S rRNA

ni por estaciones (Fig. 7).
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Fig. 7. Andlisis de cluster con UPGMA de las diferentes pruebas bioquimicas (crecimiento en

diferentes sustratos de carbono, crecimiento en diferente pH). La escala de distancia esta representada

en la parte superior. Las colectas de verano corresponden al amarillo y al rosa; las colectas de invierno

corresponden al verde y al azul. El simbolo junto a cada cepa corresponde a su identidad con el 16S

rRNA. Al definir los seis grupos vemos que las cepas se agrupan parcialmente por ocasién de

muestreo.
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Con base en el fenograma se definieron seis grupos. Cuando hacemos estas
agrupaciones observamos que algunas cepas se agrupan por ocasion de muestreo. Las
cepas del grupo VI fueron aisladas en la primera colecta (agosto de 2003) mientras que
las cepas de los grupos Il y V fueron aisladas en la segunda colecta (enero de 2004).
Las cepas de los grupos I, Il y 1V fueron aisladas las colectas de 2005, aunque no se
agrupan por estaciones. Si ubicamos las cepas que utilizamos para las pruebas
bioquimicas en el arbol del gen 16S rRNA vemos que muchas de ellas no se agrupan en
los grupos que se habian definido. Lo mismo sucede cuando ubicamos las cepas en el
UPGMA de las huellas genéticas. Las cepas del grupo VI son la excepcién ya que
quedan juntas en el arbol de 16S rRNA. Cabe sefialar que las cepas son idénticas de
acuerdo al 16S rRNA; sin embargo, las pruebas bioguimicas muestran que existen
diferencias fenotipicas entre ellas.

Se aplic6 la prueba de Mantel para probar la correlacién entre los datos
bioguimicos, genotipicos y genéticos. El coeficiente de correlacion entre las matrices de
bioquimica y de distancia genética con BOX-PCR fue de 0.2537 (P<0.05) con 1000
permutaciones y el coeficiente de correlacion entre las matrices de distancia genética
con BOX-PCR y de distancia genética con el gen 16S rRNA fue de 0.1398 (P<0.05). El
coeficiente de correlacion entre las matrices de bioquimica y de distancia genética con

el gen 16S rRNA fue de 0.0982 (P>0.05).

5.2. ESTRUCTURA POBLACIONAL DE P. otitidis, P. mendocina y P.
psychrotolerans.

Las tres especies con mayor numero de representantes en la comunidad de acuerdo con
el 16S rRNA fueron P. otitidis, P. mendocina y P. psychrotolerans (Tabla 2, Figura 4).

Estos tres linajes numéricamente dominantes habian sido previamente identificados en
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un estudio en el que se utilizaron los mismos aislados y se secuenciaron cuatro genes
del genoma central (rpoD, gyrB, acnB y recA; Escalante et al., en proceso).

Como se habia mencionado, P. otitidis fue aislada exclusivamente en el verano (14
individuos en agosto de 2003 y siete individuos en agosto de 2005), mientras que P.
mendocina fue aislada exclusivamente en el invierno (17 individuos en enero de 2004 y
nueve individuos en enero de 2005). Un analisis con BOX-PCR revela que los
genotipos no se repiten en diferentes ocasiones de muestreo (Fig. 8). Por ejemplo, los
patrones de bandeo de las cepas de P. otitidis en el verano 2003 forman un grupo
genotipico totalmente diferente al grupo genotipico formado por los patrones de bandeo
de las cepas de P. otitidis en el verano de 2005 (Fig. 5).

Para precisar el comportamiento temporal de los linajes dominantes de Pseudomonas,

se recurrio a un analisis de genética de poblaciones.

Abundancia
Relativa (%)

:] P. otitidis , agosto 2003
-| P. otitidis , agosto 2005

|: P. mendocina , enero 2004

-| P. mendocina , enero 2005
l:j P. psychrotolerans , enero 2005

Colecta
Genotipo

Agosto 03
Enero 04
Enero 05
Agosto 05

Fig. 8. Distribucion temporal de los genotipos de las especies mas abundantes. No se observa una recurrencia de

genotipos a lo largo de las estaciones.
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a) Diversidad genética
La diversidad genética de los linajes de verano es mas elevada que la diversidad
genética de los linajes de invierno (Tabla 4, Fig. 9). La diversidad genética promedio
de los linajes de P. otitidis es de H = 0.96. En agosto de 2005 se registro la mayor
diversidad y se aislaron siete individuos con genotipos Unicos (G/N = 1). La
diversidad genética promedio de los linajes de P. mendocina fue de 0.44, mientras
que la diversidad genética del linaje de P. psychrotolerans fue de 0. En enero de
2004 se registro la menor diversidad: de los 17 individuos aislados de P. mendocina
se identificaron cinco genotipos Unicos (G/N = 0.29) mientras que los 11 individuos
aislados de P. psychrotolerans pertenecienton a la misma clona (G/N = 0.09).

Los indices de clonalidad parecen mantener la hipétesis de que los linajes de
invierno son mas clonales que los linajes de verano. Sin embargo, es necesario hacer

un andlisis de desequilibrio de ligamiento para precisar dicha observacion.

Tabla 4. Diversidad genética de P. otitidis, P. mendocina y P. psychrotolerans estimada con

BOX-PCR.
No. de No. de . Frecuencia
. No. de loci sitios Proporc[on No. .de (%) de la Diversidad
Especie Colecta cepas . o de loci genotipos . for
. examina- polimor- . L clona més genética (H)
aisladas - polimérficos Unicos .
dos ficos comin
P. otitidis '2%%%0 14 32 23 71.87 10 214 0.9345 + 0.0451
P. otitidis Agoto g 32 12 375 7 14.3 1.0000 + 0.0764
P. mendocina EZB%T 17 23 12 52.17 5 76.5 0.4265 + 0.1468
P.mendocina 09 9 23 19 82.61 4 44.4 0.7778 + 0.1100
Enero

P. psychrotolerans 2004 11 16 0 0 1 100 0.0000 + 0.0000
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Fig. 9. Diversidad genética promedio de P. otitidis (en gris) y P. mendocina (en blanco) en verano
(agosto 2003, agosto 2005) y en invierno (enero 2004, enero 2005), respectivamente. La
diversidad genética de P. otitidis fue significativamente mas elevada que la de P. mendocina.
b) Desequilibrio de ligamiento
El indice de asociacién estandarizado (1,°) es una variacion del indice de asociacién
de Maynard-Smith et al. (1993) que calcula la varianza de las diferencias pareadas sin
asumir una distribucion normal y que elimina su dependencia al tamafio de la muestra
(Haubold et al., 1998; Haubold y Hudson, 2000). Los valores del indice de asociacién
estandarizado encontrados para los linajes de P. otitidis y P. mendocina se presentan
en la tabla 5. El procedimiento de Monte Carlo indicé que los valores observados y
los valores esperados fueron significativamente diferentes en los cuatro linajes, por lo
que se rechaza estadisticamente la hipotesis nula de equilibrio de ligamiento. Esto
sugiere que los linajes de P. otitidis y P. mendocina son clonales y los eventos de
recombinacién no son lo suficientemente frecuentes para romper el desequilibrio de
ligamiento. Aunque todas los linajes presentan desequilibrio de ligamiento, los linajes
de P. mendocina parecen ser mas clonales que los linajes de P. otitidis, ya que

presentan un indice de asociacion mas elevado.
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Tabla 5. Analisis de desequilibrio de ligamiento de P. otitidis y P. mendocina

Poblacién VA Ve 125 Puc Poara’
P. otitidis, agosto 2003 13.3810 4.7943 0.0716 <0.01 251x 107
P. otitidis, agosto 2005 6.0476 2.7528 0.0598 0.01 8.15x 10"

P. mendocina, enero 2004 34.600 4.3537 0.3656 <0.01 3.60x 1017
P. mendocina, enero 2005 5.0095 1.0211 0.2604 <0.01 2.10x 10

La hipotesis nula de equilibrio de ligamiento (Ho: V, = V) es puesta a prueba con una simulacién de
Monte Carlo® (Pyc, 100 muestreos) y con el método paramétrico? (Ppara)

c) Comparacion entre la estructura genética espacial y temporal

P. otitidis no sélo fue aislada en agosto de 2003 y en agosto de 2005 sino que también
estuvo presente a todo lo largo del sistema de Churince por lo que se pudo hacer un
analisis de genética de poblaciones espacial de P. otitidis en agosto de 2003. Se
aislaron 14 cepas en Laguna Grande, 21 cepas en la Laguna Intermedia y 11 cepas en
el Manantial. Del total de las 44 cepas aisladas, se identificaron 25 genotipos Unicos
con las huellas genéticas BOX-PCR. La clona mas comun (genotipo 8) fue encontrada
a una frecuencia de 15.9% (siete de 44 cepas aisladas) y se presentd tanto en Laguna
Grande como en Laguna Intermedia. A diferencia del analisis de distribucion
temporal de los genotipos (Fig. 8), se observa una recurrencia de genotipos a lo largo
del Sistema Churince (Fig. 10). Por ejemplo, el genotipo 5 se encontré en Laguna
Grande y en el Manantial, que son los sitios més alejados el uno del otro en el Sistema
Churince.

Se calculo el pardmetro Fsr con la finalidad de evaluar si existe una mayor
estructuracion de las poblaciones de P. otitidis a lo largo del gradiente espacial, o si
existe una mayor estructuracion de las poblaciones a lo largo de las estaciones. La
comparacion entre poblaciones a lo largo del Sistema de Churince (Laguna Grande,
Laguna Intermedia y el Manantial) resulta en valores de Fsr significativos (Tabla 6).
Estos valores indican que el nivel de diferenciacion genética entre poblaciones es bajo

pero significativo, evidenciando una estructuracion genética espacial. El valor de Fsr,
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cuando se comparan las poblaciones de 2003 y de 2005 es notablemente mayor que
los valores de Fsr para el andlisis de estructuracion espacial. El nivel de
diferenciacion genética temporal es entonces mucho mayor que el nivel de

diferenciacion genética espacial.

Abundancia Relativa
(%)

Laguna Grande
Laguna Intermedia

Manantal

Sitio
Fig. 10. Distribucion espacial de la abundancia relativa de los genotipos de P. otitidis. En el eje x
tenemos los sitios de colecta (3 poblaciones del sistema de Churince); en el eje y tenemos los
genotipos; en el eje z tenemos la abundancia relativa en porcentaje de los genotipos. A diferencia del

estudio temporal, se observa una recurrencia de genotipos a lo largo del Sistema Churince. Los

genotipo 5, 8, 10, 13, 56 y 59 estan presentes en varios varios sitios del sistema.

Tabla 6. Estructuracion genética espacial y temporal de las poblaciones de P. otitidis.

Estudio Poblaciones comparadas Fst Valortlas de
P
Laguna Grande — Laguna Intermedia (1-2) 0.06102 <0.05
Espacial Laguna Intermedia — Manantial (2-3) 0.04382 <0.05
Laguna Grande — Manantial (1-3) 0.03701 <0.05
Temporal Agosto 2003 — Agosto 2005 (1-2) 0.59892 <0.05

Valores de P obtenidos con 3000 permutaciones. Todos los valores fueron significativamente
diferentes de cero (P < 0.05).
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DISCUSION

. DIVERSIDAD TEMPORAL DE Pseudomonas

a) Factores estacionales que impactan las comunidades bacterianas

Existen varios factores ambientales que fluctian estacionalmente en los sistemas
acuaticos y que afectan la composicion de las comunidades bacterianas (Kent et al.,
2004). Algunos ejemplos de factores fisicos que varian estacionalmente en los
sistemas acuaticos son: la temperatura, la radiacion solar y el viento. Los factores
quimicos que pueden variar estacionalmente son: la concentracién de nutrientes
orgénicos e inorganicos, la concentracion de oxigeno disuelto, la concentracion de
sales y el pH. Los factores bidticos (como la depredacion) también pueden fluctuar
estacionalmente e impactar las comunidades bacterianas (Pace & Cole, 1994). Es muy
comun gue los cambios estacionales en la composicion de especies bacterianas en una
comunidad estén explicados por mas de uno de los factores ambientales mencionados
anteriormente, como por ejemplo la temperatura y el carb6n organico disuelto (Hullar
et al., 2006). Aunque en este trabajo no medimos las variables ambientales que
fluctian estacionalmente en el sistema Churince seria deseable realizar un analisis
multivariado para determinar los factores estacionales que expliquen las variaciones

estacionales en la comunidad de Pseudomonas.

b) Métodos para establecer patrones estacionales de diversidad
Se emplearon tres métodos para explorar los niveles de diversidad (fenotipica y
genotipica) de Pseudomonas cultivables y su relacion con las fluctuaciones

estacionales.
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Aunque se pudo observar un patron estacional recurrente de ribotipos (16S rRNA) en
tres especies (P. otitidis, P. mendocina y P. koreensis), existen varias especies en la
comunidad de Pseudomonas cultivables que no siguen un patron estacional.
Desafortunadamente, debido al limitado nimero de cepas aisladas, no podemos saber
si dichas especies responden o0 no a los cambios estacionales del ambiente.

No hubo una correspondencia entre las especies identificadas con las pruebas
bioquimicas y las especies identificadas con el gen 16S rRNA. Observamos que las
especies mas emparentadas filogenéticamente presentan caracteristicas fenotipicas
muy diferentes. Esto puede deberse a que los caracteres fenotipicos estan expuestos a
experimentar convergencias evolutivas (Cerritos, 2007). Incluso hay cepas que son
idénticas de acuerdo al gen 16S rRNA y sin embargo presentan diferencias
fenotipicas. Como bien se sabe, un caracter fenotipico no s6lo es producto de la
informacion genética, sino de la interaccion entre los genes y el ambiente. Puede ser
que las diferencias encontradas a nivel fenotipico no existan a nivel genético y lo que
se observe sea simplemente producto de plasticidad fenotipica. Por su lado, el 16S
rRNA es un gen altamente conservado que se encuentra bajo seleccion purificadora.

De acuerdo con las pruebas bioquimicas, las cepas se agrupan parcialmente
por estacién en base a sus caracteristicas fenotipicas. Esta observacién podria
relacionarse con la parte flexible del genoma que consiste en genes que varian entre
cepas y especies y que codifican para proteinas responsables de la adaptaciéon a
diferentes nichos especificos del ambiente o de un hospedero (Hacker & Carniel,
2001).

A nivel de la estructura del genoma (huellas genéticas BOX-PCR) se observa
mayor diversidad durante el verano que durante el invierno. También se observa que

un mismo genotipo no se repite en diferentes ocasiones de muestreo. Por lo tanto, las
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huellas genéticas BOX-PCR no s6lo pueden ser una buena herramienta para describir
patrones biogeograficos en bacterias (Fulthorpe et al., 1998; Cho & Tiedje, 2000),
sino que también pueden ser (tiles para describir patrones temporales (en este caso
estacionales) de las poblaciones bacterianas.

Esta ultima observacion no implica que se deba de emplear preferencialmente
un método para buscar patrones estacionales de diversidad. En este estudio
mostramos que los tres métodos empleados arrojan resultados diferentes en funcion a
las escalas de diversidad, enriqueciéndonos con informacion bioldgica a todos los

niveles.

¢) Fluctuaciones acopladas de dos especies
Observamos un patrén en la abundancia de las dos especies dominantes: P. otitidis
fue aislada exclusivamente en el verano mientras que P. mendocina fue aislada
Unicamente en el invierno. Nunca antes se habia reportado la “desaparicion”
recurrente de una especie del género Pseudomonas durante cierta época del afio que
coincidiera con la “aparicion” de otra especie de Pseudomonas.
Revisaremos las posibles causas que podrian explicar este patron de
diversidad.
i) Los patrones ciclicos de P. otitidis y P. mendocina podrian ser explicados por
diferencias en su fisiologia. Algunas especies bacterianas aisladas del ambiente en
un periodo frio pueden experimentar un choque cuando son sembradas e incubadas
a temperaturas relativamente elevadas, lo que podria prevenir su crecimiento. En
cambio una misma especie podria crecer muy bien en placas de agar si es aislada
del ambiente en periodos calidos (Smit et al., 2001). Xu et al. (1982) describieron

por primera vez el estado viable pero no cultivable (VBNC) de una bacteria, en el
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cual las células van perdiendo progresivamente su habilidad para formar colonias en
un medio sélido pero permanecen viables. Este estado ha sido propuesto como una
estrategia de supervivencia de algunas bacterias bajo condiciones ambientales
adversas. McDougald et al. (1998) proponen que las células que entran en un estado
de ceélulas viables pero no cultivables sufren algunos cambios fisioldgicos que les
permiten persistir en ambientes desfavorables durante largos periodos de tiempo sin
perder su viabilidad; cuando las condiciones ambientales vuelven a ser propicias las
celulas proliferan nuevamente. Los mismos autores reportan el estado VBNC en
cuatro especies del género Pseudomonas (P. aeruginosa, P. fluorescens, P. putida y
P. syringae). Caruso et al. (2005) lograron aislar, mediante un protocolo de
enriquecimiento, Ralstonia solanacearum durante el invierno en donde casi no
existian reportes de su presencia en los sistemas acuaticos, demostrando la
existencia de un estado VBNC de las células causado por las bajas temperaturas.

ii) La aparente desaparicion de P. otitidis en el invierno y de P. mendocina en el
verano podria estar relacionada con disminuciones en los tamafios poblacionales en
ciertas épocas del afio, lo que dificulta su cultivo en placas de agar GSP. Existen
varios trabajos que reportan fluctuaciones estacionales en la abundancia de las
poblaciones bacterianas (Kirschner y Velimirov, 1997; Halda-Alija et al., 2001,
Brimmer et al., 2004). En dichos estudios la abundancia de bacterias, estimada por
cuenta directa con microscopia de epifluorescencia, es significativamente mayor en
verano gue en invierno. Diversos factores pueden explicar las disminuciones en la
abundancia de individuos en cada estacion. Odum et al. (1995) explican las
oscilaciones ciclicas en la abundancia de las poblaciones por una combinacion de
factores bioticos intrinsecos (i. e. ciclos depredador-presa) y de factores abioticos

extrinsecos (i. e. cambios de temperatura a lo largo de las estaciones). Los fagos son
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muchos mas abundantes en los sistemas acuaticos de los que se habia pensado y son
uno de los principales agentes de mortalidad en las poblaciones bacterianas
(Weinbauer et al., 2007). Por ejemplo, se ha visto que el fago UT1 juega un papel
importante en el control de la densidad poblacional de P. aeruginosa en un
ambiente lacustre (Ogunseitan et al., 1990). Por otro lado, existe evidencia de que la
abundancia de virus que controlan la produccion bacteriana varia estacionalmente
en un ambiente lético. Se piensa que los fagos (cuya abundancia podria variar
estacionalmente) podrian ejercer un importante control demografico por
depredacion en las poblaciones bacterianas de Laguna Grande.

iii) Aunque se pudiera probar que hay una reduccion en los tamafios poblacionales
de P. mendocina en verano y de P. otitidis en invierno, las fluctuaciones en las
densidades poblaciones no serian suficientes para explicar una coexistencia estable
de las especies a través del tiempo. Las tres condiciones para que se mantenga la
diversidad de especies de acuerdo con el modelo de efecto de almacenaje (Chesson,
2000) son: 1) que haya una respuesta diferencial de las especies a las variaciones
ambientales, 2) que la intensidad de la competencia interespecifica sea menor
cuando las poblaciones no estan favorecidas por las condiciones ambientales, y 3)
que el crecimiento de las poblaciones no favorecidas esté amortiguado. Si P. otitidis
estuviera mas adaptada a las condiciones ambientales del verano y P. mendocina
estuviera mas adaptada a las condiciones ambientales del inverno y las poblaciones
tuvieran una respuesta competitiva diferencial en funcién de las condiciones
ambientales prevalentes, se cumplirian las dos primeras condiciones para que haya
una coexistencia estable. Finalmente, como lo dice su nombre, en el modelo de
efecto de almacenaje el crecimiento de las poblaciones no favorecidas debe estar

amortiguado. Aunque las especies del género Pseudomonas no forman esporas u
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otras estructuras de resistencia (con excepcion de los biofilms que requieren altas
densidades poblacionales), el estado VBNC podria ser considerado una estrategia de
supervivencia en el que las poblaciones sometidas a condiciones ambientales
desfavorables podrian mantener una tasa de crecimiento baja sin llegar a
extinguirse.
En conclusion, es muy posible que la falta de deteccion de P. otitidis en el invierno y
de P. mendocina en el verano sea resultado de una combinacion de factores y
procesos como pueden ser: i) limitaciones en los métodos de cultivo (estado VBNC),
ii) rspuestas demograficas a los cambios ambientales e iii) interacciones competitivas

acopladas con las fluctuaciones ambientales.

6.2. ESTRUCTURA POBLACIONAL DE P. otitidis, P. mendocina y P.
psychrotolerans.

a) Estructura poblacional en ambientes heterogéneos y fluctuantes

La proporcion de genotipos distinguibles (G/N) nos da un estimado de la clonalidad
que existe en una poblacion. De acuerdo al indice G/N, las especies dominantes de
invierno, P. mendocina y P. psychrotolerans, son més clonales que P. otitidis, la
especie dominante de verano. Tenemos dos casos extremos en dénde todos los
genotipos de P. otitidis en agosto de 2005 son distintos (G/N= 1), mientras G/N tiende
a cero en el caso de P. psychrotolerans (G/N= 0.09); esta relacion de clonalidad se ve
reflejada en la diversidad genética que va de 1 a 0, respectivamente. A partir de estas
observaciones estariamos tentados a establecer una relacion entre los niveles de
clonalidad (o recombinacion) y las condiciones ambientales. La recombinacion en
ambientes heterogéneos y cambiantes seria considerada como una ventaja selectiva.

Las poblaciones de bacterias que pudieran provenir de una sola poza génica comdn
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podrian desarrollar combinaciones genotipicas exitosas para soportar las presiones
selectivas impuestas por la variabilidad del habitat (Wise et al., 1996). Aungue se
rechazo estadisticamente la hip6tesis nula de equilibrio de ligamiento, los eventos de
recombinacién en las poblaciones de P. otitidis parecen ser mas frecuentes que en las
poblaciones de P. mendocina. El indice de asociacion estandarizado (1s°) de las
poblaciones de P. otitidis es bajo (0.0716 en agosto de 2003 y 0.0598 en agosto de
2005) en comparacién con el 1,° de poblaciones clonales: 0.762 en Vibrio cholerae
(Farfan et al., 2002) y 0.2898 en Staphylococcus epidermis (Miragaia et al., 2007).
Una de las desventajas de emplear un marcador de tipo “fingerptinting genémico”
para estimar desequilibrio de ligamiento es que podriamos estar subestimando la
frecuencia de los eventos de recombinacion ya que el intercambio entre fragmentos
parecidos no es detectable. En estos casos, las secuencias de nucle6tidos nos podrian
dar un mejor estimado de los eventos de recombinacion.

Aunque las poblaciones de Pseudomonas de Laguna Grande parecen tener una
estructura clonal, se ha visto que una sola especie bacteriana puede exhibir diferentes
tipos de estructuras poblacionales dependiendo de las condiciones ambientales.
Durante los periodos de estrés, la seleccion natural favoreceria la combinacion de
genes y en mejores condiciones esos genotipos serian capaces de propagarse de
manera clonal (estructura poblacional epidémica). De este modo, los individuos
adaptados a ciertas condiciones no estarian obligados a romper su combinacion
exitosa de genes por recombinacion (Wise et al., 1995). Para rastrear eventos de
recombinacién durante los momentos de estrés ambiental en Laguna Grande
tendriamos que conocer en detalle la fisiologia de las especies en estudio, aumentar la
frecuencia del muestreo y utilizar marcadores moleculares més precisos para estimar

eventos de recombinacion.
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Nuestros datos revelan una recurrencia de ribotipos de las dos especies mas
abundantes de Pseudomonas a lo largo de las estaciones. En un trabajo realizado por
Ellis et al. (1999) se aislaron Pseudomonas fluorescentes de las hojas del betabel cada
30-40 dias durante tres afios. Con los datos de acidos grasos y de RFLPs, se encontrd
un patrén estacional recurrente de las poblaciones. Las observaciones sugieren que las
poblaciones de Pseudomonas estan representadas por ribotipos altamente
especializados (cuya abundancia esta determinada por a las condiciones de
ambientales que prevalecen en la superficie de las hojas) que se mantienen durante
largos periodos de tiempo. Con base en el estudio de Ellis et al., podriamos suponer
que las poblaciones de Pseudomonas de Laguna Grande estan dominadas por dos
especies (P. otitidis y P. mendocina) que estan adaptadas a las condiciones
ambientales de modo que observamos una recurrencia de ribotipos de ambas especies
a los largo del tiempo.

Con las huellas genéticas BOX-PCR no observamos una recurrencia de
genotipos a lo largo del tiempo y los grupos genotipicos de una estacion a otra son
totalmente diferentes. En teoria, si los genotipos estuvieran mantenidos por seleccion
negativa dependiente de la frecuencia esperariamos ver una recurrencia de genotipos
ya que, aungue un genotipo se encontrara en condiciones desfavorables y disminuyera
su proporcidn, seria mantenido por el hecho de ser raro. Estos cambios estacionales en
la proporcion de ecotipos y genotipos de acuerdo con las condiciones ambientales han
sido observados tanto en el laboratorio (Spencer et al., 2007) como en ambientes
naturales (Warner & Oliver, 2008). Sin embargo, el comportamiento de las
poblaciones de Pseudomonas de Laguna Grande se asemeja mas a un caso de
seleccidn periddica en donde surge uno o0 mas grupos clonales con el mismo genotipo

que son remplazados de una estacion a otra. Los ciclos de purga genética explicarian
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que no observemos recurrencia de genotipos, aunque no podemos excluir la
posibilidad de que no observemos una recurrencia de genotipos debido al
submuestreo de la diversidad genotipica. Para resolver estas interrogantes tendriamos

que muestrear por periodos de tiempo mas largos (i. e., 4 afios).

c) Diferenciacion temporal y divergencia de las poblaciones
Los analisis de estructuracion genética indican que el nivel de diferenciacion genética
entre poblaciones en el tiempo es mucho mayor que el nivel de diferenciacion
genética entre poblaciones en el espacio. Wise et al. (1995, 1996) analizaron con
isoenzimas (MLEE) la estructura genética y los patrones temporales de diversidad
genética de las poblaciones léticas de Burkholderia (Pseudomonas) cepacia. El
estudio realizado a lo largo de 32 dias revela que los electrotipos se repiten en
diferentes ocasiones de muestreo, mientras que los electrotipos s6lo aparecen en un
sitio a lo largo del rio (mayor diferenciacion espacial que temporal). Esto sugiere una
estabilidad relativa de los electrotipos en periodos de tiempo cortos. Nuestro estudio
sugiere que en periodos de tiempo largos (2 afios) observamos una estructuracion
genética mucho mas marcada en comparacion a la estructuracion genética espacial.
No solo no observamos una recurrencia de genotipos con BOX-PCR a lo largo
de las estaciones sino que los grupos genotipicos de una estacion a otra son totalmente
diferentes. Suponemos que de una estacion a otra, los individuos divergen lo
suficiente para crear nuevos grupos genotipicos previamente no observados. Pero,
¢cOmo surgen estos nuevos genotipos? Las huellas gendmicas basadas en PCR, como
son los polimorfismos de ADN amplificados al azar (RAPDSs) o las huellas de BOX-
PCR y REP-PCR cambian como resultado de movimientos de elementos mdviles,

insercion de nuevo material genético o por rearreglos del genoma (Whitaker, 2006).
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Debido a que los cambios en las huellas BOX-PCR se dan en grandes regiones del
genoma, es poco probable que los nuevos grupos genotipicos observados sean
resultado de mutacion o recombinacion homdloga, sino que surjan por eventos de
transferencia horizontal de genes o por deriva génica. Los nuevos grupos genotipicos

también podrian provenir de la llegada de nuevos migrantes de una fuente externa.

6.3. MODELO HIPOTETICO DE LA DINAMICA POBLACIONAL DE P.
otitidis y P. mendocina.

A partir de los datos presentados y de la revision bibliogréafica obtenida proponemos
el siguiente modelo hipotético de la dindmica poblacional de P. otitidis y P.
mendocina en Laguna Grande (Fig. 11).

“Modelo de la dinAmica poblacional de dos especies a lo largo dos afios en un
ambiente con estacionalidad marcada.”

Factor ambiental

que varia
estacionalmente

Genotipo 1

Adecuacion

promedio de P. :@
ofitidis (w,)

Estructura
clonal

oo

Senul

Adecuacién g Y

promedio de P.
mendocina (w,) Estructura

TIEMPO (meses)
Fig. 11. Modelo hipotético de la dindmica poblacional local de dos especies del género Pseudomonas a lo largo de

dos afios en un ambiente con estacionalidad marcada. En la primera grafica tenemos las fluctuaciones estacionales
de algun factor ambiental a lo largo de dos afios (tiempo en el eje de las abscisas medido en meses). Las dos
siguientes gréaficas representan las adecuacion promedio de los individuos de P. otitidis y P. mendocina a través del

tiempo. o



La Laguna Grande esta sujeta a fluctuaciones estacionales de uno o varios factores
ambientales. Supongamos que tenemos dos especies que estan localmente adaptadas a
las condiciones ambientales prevalentes en cierta estacion: por ejemplo, P. otitidis
estd mejor adaptada a las condiciones ambientales del verano por lo que su
adecuacion promedio (w;) es mayor en esa época del afio. En cambio P. mendocina
esta mejor adaptada a las condiciones ambientales del invierno por lo que su
adecuacion promedio (w;) es mayor en esa época del afio. Tanto el tamafio
poblacional de P. otitidis como su respuesta competitiva, son entonces mayores en
verano, mientras que el tamafio poblacional de P. mendocina y su respuesta
competitiva son mayores en invierno. Este desplazamiento temporal de P. otitidis y P.
mendocina permite que se mantenga la diversidad de especies del género
Pseudomonas en las comunidades bacterianas de Laguna Grande (modelo de efecto
de almacenaje). Si analizamos el comportamiento de P. otitidis a una escala mas fina,
tenemos que el genotipo 1 empieza a aumentar su adecuacién en el verano 1. Este
genotipo se propaga clonalmente y remplaza los otros genotipos de la poblacién que
no tienen la ventaja adaptativa que tiene el genotipo 1. Cuando las condiciones
ambientales empiezan a cambiar (condiciones desfavorables), todos los individuos de
la poblacién bajan su adecuacion y el tamafio poblacional se ve reducido. En el
siguiente verano (verano 2), las condiciones ambientales son de nuevo favorables por
lo que surge un genotipo 2 con ventaja adaptativa que se propaga clonalmente
(seleccidn periddica). No sabemos como surge este nuevo genotipo. Las posibles
explicaciones son: que 1) haya eventos de recombinacion homologa durante los
momentos de estrés ambiental que den origen a una combinacién de genes exitosa; 2)
existan eventos de transferencia horizontal de genes como la transduccién mediante la

cual se adquieren nuevo material genético; 3) surja espontaneamente una mutacion
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adaptativa; 4) la reduccion estacional de los tamafios poblacionales ocasione eventos
de cuello de botella en los que la deriva génica actie modificando las frecuencias
alélicas por azar. Estos eventos de “seleccion periodica” ocasionan ciclos en los
niveles de diversidad genética de cada especie. De acuerdo al modelo de “ecotipos”
propuesto por Cohan (2001), si surgiera un genotipo que pudiera evitar los eventos de
purga de diversidad genética y que fuera ecolégicamente divergente podria
presentarse un proceso de especiacion. Por lo tanto, la gran diversidad de especies
bacterianas en Laguna Grande no sélo se mantendria por la combinacion de factores
ecologicos y genéticos, sino que se generaria continuamente por eventos de

especiacion.
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CONCLUSIONES

* Existe una estructuracion temporal de las poblaciones de Pseudomonas que se
relaciona con las fluctuaciones estacionales del ambiente. Esto se determiné ya
que: 1) la composicidn de las especies bacterianas cambia de una estacién a otra,
2) las cepas tienden a agruparse fenotipicamente por ocasion de muestreo, 3) se
observa mas diversidad de genotipos durante el verano que durante el invierno.

* Las dos poblaciones mas abundantes de Pseudomonas se encuentran desfasadas
en el tiempo: P. otitidis se recuperd exclusivamente en el verano mientras que P.
mendocina se recuperd exclusivamente en el invierno. Este desplazamiento
temporal acoplado con las fluctuaciones ambientales podria determinar la
coexistencia entre las especies.

* Las poblaciones dominantes de Pseudomonas muestran una estructura clonal
con bajo grado de recombinacion y con posibles adaptaciones epidémicas a las
condiciones ambientales del momento.

* No se observa una recurrencia de genotipos a lo largo de las estaciones lo que
nos podria sugerir que la diversidad genética se mantiene por seleccion
periddica mas que por seleccion dependiente de la frecuencia.

Es muy posible que las fluctuaciones ambientales estacionales de Laguna Grande no
solo permitan la coexistencia entre las numerosas especies bacterianas sino que
juegen un papel central en el origen y mantenimiento de la diversidad fenotipica y
genotipica. Cuatro Ciénegas, Coahuila es entonces un laboratorio natural que podria
brindarnos la posibilidad de ampliar nuestro conocimiento sobre los procesos que
originan y mantienen la diversidad en procariontes, siempre y cuando se tomen las

medidas adecuadas para su conservacion.
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PERSPECTIVAS

Los trabajos con bacterias cultivables nos abren la posibilidad de ampliar
nuestro conocimiento sobre el impacto de las fluctuaciones estacionales en el
origen y mantenimiento de la diversidad bacteriana. Se pueden hacer estudios de
tipo ecofisiologicos o de evolucion experimental para determinar las condiciones
ambientales que influyen en los patrones de distribucion observados. En nuestro
caso particular podriamos determinar el intervalo de tolerancia a la temperatura de
P. otitidis y P. mendocina y podriamos hacer experimentos de competencia a
diferentes temperaturas para determinar si la adecuacion de los organismos
cambia en funcion de la temperatura.

También se puede determinar cudl o cudles de las variables ambientales
explican las variaciones estacionales observadas en la estructura de las
poblaciones de Pseudomonas. Esto seria posible teniendo las medidas de
temperatura, oxigeno disuelto, salinidad, concentracién de nutrientes en las
diferentes estaciones y haciendo un analisis de correlacion multiple.

Para entender la dindmica poblacional de la Pseudomonas con mayor detalle,
seria indispensable ampliar el periodo de muestreo (i. e., 4 afios) asi como su
frecuencia (i. e., muestrear todos los meses). También seria interesante tomar
muestras del sedimento de Laguna Grande para determinar si estan presentes ahi

las especies que no aparecen en la columna de agua.

Finalmente, para hacer un analisis fino de genética de poblaciones se deberian de

emplear secuencias de DNA, como podrian ser los genes acnB, gyrB, recA y rpoD

(Escalante et al., en proceso) para estimar diversos parametros de genética de

poblaciones como: el nimero de sitios polimorficos (P), el numero de haplotipos por
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especie (H), la diversidad nucleotidica promedio por sitio (x) y la variacion esperada
por sitio bajo el supuesto de evolucién neutral (6).También se podrian estimar tasas
de recombinacion y mutacion asi como realizar estudios de coalescencia para

determinar tamafios efectivos y rastrear eventos de cuello de botella.
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APENDICE. Similitud entre las secuencias del gen 16S rDNA de las cepas aisladas de Laguna Grande (Sistema de
Churince) y las secuencias del Ribosomal Database Project 1l méas parecidas. Todas las secuencias bajadas del RDB
provienen de cepas aisladas; la “T” indica las secuencias tipo.

Clave | Cepa | Colecta | Tamafio Secuencia del RDB mas relacionada No. de acceso % de
(pb) similitud
1 1-1c-1 | Ago 03 1430 Pseudomonas putida (T) D37923 98.9
2 1-1c-2 | Ago 03 1425 Pseudomonas otitidis (T) AY953147 99.5
3 1-1c-3 | Ago 03 1419 Pseudomonas otitidis (T) AY953147 99.0
4 2-1c-2 | Ago 03 1459 Pseudomonas otitidis (T) AY953147 99.2
5 2-1c-4 | Ago 03 1330 Pseudomonas otitidis (T) AY953147 97.8
6 2-1c-5 | Ago 03 1407 Pseudomonas otitidis (T) AY953147 99.2
7 2-1c-6 | Ago 03 1475 Pseudomonas otitidis (T) AY953147 97.1
8 2-1c-7 | Ago 03 1260 Pseudomonas otitidis (T) AY953147 98.8
9 2-3c-1 | Ago 03 1466 Pseudomonas otitidis (T) AY953147 99.3
10 2-3c-3 | Ago 03 1391 Pseudomonas otitidis (T) AY953147 99.1
11 2-3c-5 | Ago 03 1439 Enterobacter asburiae EF059886 98.1
12 3-2c-1 | Ago 03 1430 Enterobacter sp. EF030722 99.6
13 3-2¢-2 | Ago 03 1438 Pseudomonas otitidis (T) AY953147 98.9
14 3 Ene 04 1426 Pseudomonas mendocina DQ178219 99.4
15 6 Ene 04 1469 Pseudomonas mendocina DQ178219 99.3
16 8 Ene 04 1419 Pseudomonas mendocina DQ178219 98.6
17 12 Ene 04 1018 Pseudomonas mendocina DQ178219 98.2
18 14 Ene 04 1486 Pseudomonas mendocina DQ178219 99.9
19 19 Ene 04 1428 Pseudomonas koreensis (T). AF468452 97.6
20 23 Ene 04 1411 Pseudomonas sp. DQ910409 97.7
21 24 Ene 04 1424 Pseudomonas alcaligenes AJ006110 97.0
22 29 Ene 04 1462 Pseudomonas psychrotolerans.(T) AJ575816 98.8
23 1 Ene 05 1468 Pseudomonas koreensis (T). AF468452 98.7
24 3 Ene 05 1480 Pseudomonas putida (T) D37923 99.1]
25 4 Ene 05 1361 Pseudomonas mendocina DQ178219 99.1
26 8 Ene 05 1472 Serratia marcescens subsp. marcescens AB272352 99.5
27 10 Ene 05 1194 Flavobacterium sp. AF493656 95.5
28 12 Ene 05 1341 Pseudomonas mendocina DQ178219 99.6
29 14 Ene 05 1031 Pseudomonas mendocina DQ178219 99.6
30 16 Ene 05 1388 Flavobacterium sp. AF493656 96.3
31 18 Ene 05 1428 Pseudomonas fluorescens CP000076 99.9
32 20 Ene 05 1380 Flavobacterium sp. DQ628944 80.8
33 21 Ene 05 1390 Flavobacterium sp. AF493656 96.5
34 22 Ene 05 1071 Flavobacterium sp. AF493656 96.5
35 23 Ene 05 1400 Marinomonas sp. DQ537515 99.4
36 29 Ene 05 1363 Flavobacterium sp. AM167556 89.4
37 32 Ene 05 1450 Pseudomonas mendocina DQ178219 99.0
38 1 Ago 05 1467 Acinetobacter sp. phenon 7 (T) AJ626712 99.3
39 2 Ago 05 1108 Pseudomonas putida D37923 98.0
40 4 Ago 05 1440 Klebsiella oxytoca AY292871 98.9
41 5 Ago 05 1423 Pseudomonas alcaligenes AJ006110 97.3
42 6 Ago 05 1460 Pseudomonas alcaligenes AJ006110 97.6
43 8 Ago 05 1469 Pseudomonas otitidis (T) AY953147 98.2
44 9 Ago 05 1333 Klebsiella pneumoniae (T) ATCC13883T 93.3
45 10 Ago 05 1472 Serratia marcescens subsp. marcescens AB272352 99.3
46 12 Ago 05 1379 Pseudomonas alcaligenes AJ006110 97.7
47 13 Ago 05 1451 Pseudomonas putida. D37923 98.5
48 14 Ago 05 1331 Klebsiella pneumoniae (T) ATCC13883T 98.2
49 15 Ago 05 1467 Pseudomonas otitidis (T) AY953147 98.4
50 17 Ago 05 1482 Pseudomonas otitidis (T) AY953147 99.0
51 18 Ago 05 1369 Pseudomonas otitidis (T) AY953147 99.1
52 19 Ago 05 1468 Acinetobacter junii EF178436 99.5
53 22 Ago 05 1475 Pseudomonas otitidis (T) AY953147 98.6
54 23 Ago 05 1472 Pseudomonas otitidis (T) AY953147 98.7
55 24 Ago 05 1471 Pseudomonas otitidis (T) AY953147 99.4
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