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RESUMEN

En este trabajo se estudié la diversidad genética y los patrones de evolucion
molecular de poblaciones de bacterias del género Bacillus aisladas del valle de
Cuatro Ciénegas, Coahuila, México. Durante tres afios consecutivos se aislaron
bacterias de muestras de agua y sedimento provenientes de los principales
sistemas acuaticos dentro del valle. Para analizar la variacion genética de los
aislados se utilizaron seis marcadores moleculares incluyendo al gen 16S rRNA y
cinco genes constitutivos. Los analisis de la secuencia del gen 16S rRNA
permitieron identificar a los aislados como una nueva especie dentro del género
Bacillus, cuya identidad taxondmica fue confirmada con una aproximacion
polifasica. A partir de la filogenia construida con la secuencia concatenada de los
cinco genes constitutivos se pudieron identificar dos filogrupos principales en los
que se agrupo la mayor parte de los aislados. Dichos filogrupos no se encuentran
asociados a un sistema acuatico particular dentro del valle ni al ambiente
especifico del cual fueron aislados (agua o sedimento). Los analisis genéticos a
nivel de filogrupo sugieren que existe cierto grado de recombinacion entre los
miembros de cada filogrupo pero no entre ellos. Finalmente, el andlisis mas fino de
la estructura poblacional al interior de cada filogrupo y su comparacion con otras
poblaciones de bacterias de Cuatro Ciénegas permitié descubrir que los eventos
histéricos han tenido un papel importante en moldear la diversidad genética tanto
de las poblaciones de Bacillus como en las de otros géneros de bacterias que ahi

habitan.



ABSTRACT

This work studied the genetic diversity and molecular evolution patterns of bacterial
populations of the genus Bacillus isolated from the Cuatro Ciénegas valley in
Coahuila, México. Bacteria were isolated from water and sediment samples
collected during three consecutive years on the main aquatic systems within the
valley. Six molecular markers, including 16S rRNA gene and five housekeeping
genes, were included in order to analyze the genetic diversity of the studied
populations. The genetic analyses based on the 16S rRNA sequence identified the
bacterial isolates of this study as a new species within the genus Bacillus, and this
result was confirmed by a polyphasic approach. The phylogeny constructed using
the concatenated sequence of the five housekeeping genes placed most of the
isolates in two main phylogenetic groups. These two phylogenetic groups were not
associated with a particular aquatic system within the valley or to the specific
isolation environment (water or sediment). Genetic analyses within each of the
phylogenetic groups showed that there is a degree of recombination within each
phylogroup but not between them. Finally, a more detailed analysis of population
structure within each phylogenetic group and its comparison with other bacterial
populations from Cuatro Ciénegas showed that historical events have had an

important role in shaping the genetic diversity of the studied Bacillus populations.



Capitulo 1. INTRODUCCION GENERAL

Los procariontes son los organismos mas abundantes y diversos del planeta. Se
ha calculado que en toda la Tierra existen entre 4 y 6*10°° células de este tipo de
organismos (Whitman, Coleman & Wiebe, 1998). Debido a su abundancia, los
procariontes representan la mayor reserva de nutrientes del planeta, llegando a
estar incluso por encima de la concentracidon de nutrientes presentes en las
plantas (Whitman, Coleman & Wiebe, 1998). La mayoria se distribuyen en los
océanos, en el suelo y en la superficie terrestre. Sin embargo, ademas de estar
presentes en todos los habitats colonizados por los eucariontes, también habitan
muchos otros sitios en los cuales solo los procariontes extremdfilos han podido
desarrollarse (Schlegel & Jannasch, 2013). La diversidad de los procariontes se ve
reflejada en la gran cantidad de especies y linajes que los representan. Se ha
estimado, por ejemplo, que en el océano existen alrededor de 160 especies por
mililitro mientras que en el suelo este numero asciende hasta 3,800-6,400
especies por gramo (Curtis, Sloan & Scannell, 2002). Por otro lado, los
procariontes se caracterizan también por tener una gran diversidad a nivel
metabdlico (Zinder & Dworkin, 2006). Lo anterior, sumado a su abundancia a nivel
global, hace de los procariontes actores centrales en la regulacién de todos los
ciclos biogeoquimicos en el planeta (Kinzig, Pacala & Tilman, 2002). Finalmente,
los procariontes también son organismos muy diversos a nivel genético. Sus

tiempos generacionales cortos y sus tamafios poblacionales grandes son algunas
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de las caracteristicas que, se cree, promueven la diversidad a este nivel
(Dykhuizen, 1998). Sin embargo, a pesar de la importancia y abundancia de los
procariontes a nivel global, existen todavia preguntas importantes en torno a

cuales son los mecanismos que generan dicha diversidad.

En la siguiente seccion de la introduccion se presentan algunas de las ideas
y trabajos mas importantes que se han desarrollado en las ultimas décadas para
tratar de explicar la gran diversidad de los procariontes que existe en nuestro
planeta, enfocandose en particular en el analisis de los mecanismos evolutivos
que permiten generar diversidad a nivel poblacional y como éstos se relacionan

con la divergencia entre linajes y los procesos de especiacion.

1.1 Entendiendo las causas de la diversidad en procariontes: genética de

poblaciones y evolucién molecular en bacterias

Para poder comprender la enorme diversidad de grupos procariontes presentes en
nuestro planeta es necesario considerar los mecanismos que han generado dicha
diversidad. Entendiendo que la diversidad es resultado de un proceso de
divergencia evolutiva, es importante entender los procesos de generacion de
diversidad a nivel poblacional, para poder también entender los mecanismos de

divergencia genética de los linajes y la especiaciéon en procariontes.



La genética de poblaciones es una herramienta muy valiosa que justamente
nos permite entender, por un lado, los procesos por medio de los cuales se genera
la diversidad en las poblaciones y, por el otro, como las diferentes fuerzas
evolutivas actuan moldeando dicha diversidad. Gracias a la genética de
poblaciones hemos podido entender la dinamica evolutiva y los mecanismos de
generacion de diversidad de un numero importante de plantas y animales. Sin
embargo, el estudio de los microorganismos, en particular las bacterias, presenta
una serie de complicaciones metodoldgicas (dificultad de aislamiento y cultivo)
(Amann, Ludwig & Schleifer, 1995; Whitman, Coleman & Wiebe, 1998) y algunos
problemas tedricos (dificultad para definir especies y poblaciones y conceptos
como aislamiento geografico y reproductivo) (Ward, 1998; Silva & Vinuesa, 2007;
Fraser et al., 2009) que han limitado, en cierta medida, el avance de los trabajos
de genética de poblaciones y evolucion molecular en este grupo de organismos. A
continuacion se presenta una breve revisibn de algunos de estos aspectos

metodoldgicos y tedricos centrales para el estudio de las poblaciones de bacterias.

1.1.1 Aspectos metodoldgicos del estudio de la diversidad genética en

poblaciones de bacterias

Un problema metodoldgico importante que enfrenta el estudio de las poblaciones
bacterianas es la dificultad que significa su aislamiento y cultivo. Se ha calculado

que las especies cultivables representan menos del 1% del total de la diversidad
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bacteriana (Amann, Ludwig & Schleifer, 1995; Oren, 2004). En cierta medida, este
problema ha dejado de ser un impedimento grave gracias al desarrollo de técnicas
moleculares independientes de cultivo. En afos recientes, el desarrollo de dichas
técnicas ha permitido estudiar e inventariar la gran diversidad de bacterias y
arqueas del planeta (DeLong & Pace, 2001) asi como detectar la presencia de
estos grupos de organismos en sitios en los que hasta hace poco se creia
imposible encontrar vida (Pikuta, Hoover & Tang, 2007; Mesbah & Wiegel, 2012;
Seckbach, Oren & Stan-Lotter, 2013; Stevenson et al., 2014) En particular, la
secuencia del gen 16S ribosomal (76S rRNA) ha sido utilizada ampliamente como
el marcador universal para describir la diversidad procarionte de nuestro planeta
(Woese, Kandlert & Wheelis, 1990; Acinas et al., 2004; Konstantinidis, Ramette &
Tiedje, 2006). Junto con la secuenciacion del 16S rRNA, el desarrollo de la
metagenomica ha permitido el analisis detallado de comunidades microbianas
completas a partir de la secuenciacion del repertorio completo de genes contenido
en una muestra ambiental particular (Allen & Banfield, 2005; Medini et al., 2008).
Las técnicas moleculares independientes de cultivo no solamente han permitido
hacer un inventario detallado de la diversidad microbiana a nivel de comunidades
sino que también han permitido empezar a responder algunas de las preguntas
centrales de la ecologia microbiana. De este modo, nuestra comprensién el modo
en que se ensamblan las comunidades bacterianas, cuales son las funciones de
los diferentes tipos de bacterias y arqueas en una comunidad vy, finalmente, cual

es el papel de este tipo de organismos en los ecosistemas ha crecido
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notablemente en las ultimas décadas gracias al desarrollo de estas nuevas
tecnologias (Forney, Zhou & Brown, 2004; Whitaker & Banfield, 2006; Dinsdale &

Rohwer, 2008).

Sin embargo, el nivel de resolucion necesario para describir y analizar la
diversidad procarionte a nivel de poblaciones dificilmente se alcanza con técnicas
metagendmicas independientes de cultivo (Medini et al., 2008). Para la genética
de poblaciones es necesario contar con informacion genética lo mas detallada
posible de una poblacion cuyos individuos se puedan identificar claramente. De
esta manera, el aislamiento y obtencion de cultivos axénicos, mediante técnicas
clasicas de microbiologia, parece seguir siendo un primer paso indispensable

cuando se busca conocer la distribucion de la diversidad dentro de una poblacién.

A partir de organismos cultivables, los primeros trabajos de genética de
poblaciones en bacterias se hicieron por medio de electroforesis multilocus de
enzimas (MLEE, por sus siglas en inglés, multilocus enzyme electroforesis). La
técnica de MLEE permiti6 la exploracion de la diversidad genética de poblaciones
bacterianas basandose en los patrones de separacion, por electroforesis, de
enzimas metabdlicas. Dicho método permitié trabajos pioneros como los de
Escherichia coli (Milkman, 1973) y su posterior aplicacion en varias bacterias
cultivables patogenas (Selander et al.,, 1986) como Neisseria meningitidis

(Caugant et al., 1987) y Salmonella (Selander, Li & Nelson, 1996) y no patégenas
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como Rhizobium leguminosarum (Pifiero, Martinez & Selander, 1988), Bacillus
subtilis (Istock et al., 1992) y Rhizobium etli (Souza et al., 1992). Posteriormente,
gracias al desarrollo de técnicas moleculares que permiten la secuenciacion
directa de genes de manera relativamente rapida y facil, los trabajos basados en
MLEE empezaron a ser sustituidos por analisis de secuencias, que aunque al
principio utilizaron solo pocos genes (Nelson, Whittam & Selander, 1991)
rapidamente dieron lugar a los analisis multilocus. La tipificacion multilocus (MLST,
por sus siglas en inglés, multilocus sequence typing) fue originalmente propuesta
como un método que permitiria la caracterizacion de diferentes tipos de bacterias
y la comparacion directa de resultados generados en laboratorios distintos
(Maiden et al., 1998). La idea es utilizar las secuencias parciales de 7 genes
housekeeping (genes esenciales o de mantenimiento) y las mismas herramientas
de andlisis para generar bases de datos comunes que pueden ser utilizadas por
laboratorios en diversas regiones del mundo. La explosion de trabajos MLST ha
permitido generar una base de datos grande (MLST Public Repository;

http://www.mlst.net) que cuenta actualmente con unas 30 especies representadas y

otras 15 en proceso.

Una de las limitaciones de los analisis de tipo MLST es que existen algunas
especies de bacterias en las cuales los genes housekeeping presentan una muy
baja diversidad nucleotidica e incluso existen otras (conocidas como especies

monomorficas, como son Salmonella typhi o Bacillus anthracis), en las que los
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genes housekeeping son tan uniformes que todos los aislados tienen la misma
secuencia y parecen ser el mismo en términos genéticos. Ademas de esto, los
analisis de tipo MLST presentan el problema de la baja cobertura del genoma
completo lo cual permite conocer so6lo una fraccidn muy pequefia del total de la
diversidad genética de una especie. En este sentido, la secuenciacion de cientos
de loci en lugar de unos cuantos (conocida como extended MLST o eMLST) asi
como la secuenciacion de genomas completos se utilizan cada vez con mayor
frecuencia como herramientas fundamentales que permiten describir y analizar
con mucha mayor resolucidn la diversidad genética que existe al interior de las

poblaciones (ver Figura 1).
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Figura 1. Representacion esquematica de los diferentes niveles de resolucién que se pueden
alcanzar dependiendo del o los marcadores moleculares utilizados y su incidencia sobre la
interpretacion de la estructura poblacional en bacterias. El gen 16S ribosomal (16S rRNA) se utiliza
como el marcador universal para diferenciar especies, sin embargo, su poder de resolucién es muy
limitado para detectar la diversidad intraespecifica. Los analisis multilocus de menos de 10 loci, ya
sea a través de electroforesis de enzimas (MLEE) o de secuenciacion de genes housekeeping
(MLST), proporcionan resolucion dentro de las especies y permite definir complejos clonales asi
como los tipos electroforéticos (ETs) y de secuencia (STs) al interior de dichos complejos. Al
ampliar los esquemas multilocus e incluir informacion de cientos de genes (eMLST) es posible
incrementar la resolucion y llegar a detectar haplotipos Unicos en las poblaciones. Sin embargo,
pueden existir genes que se dejen fuera en los esquemas eMLST y que estén relacionados, por
ejemplo, con aspectos muy particulares del estilo de vida del organismo analizado (por ejemplo
proteinas antigénicas en bacterias patdgenas). De este modo, sélo en analisis de genomas
completos podra detectar toda la variacién genética no clonal que dan forma a la estructura
poblacional de bacterias a escala mas fina (modificada de Medini et al., 2008)
14



Los analisis a nivel gendmico han permitido entender la estructura
poblacional de varias bacterias patéogenas (Retchless & Lawrence, 2007; Falush,
2009; Wilson, 2012) y algunas no patdgenas (Makarova et al., 2006; Shapiro &
Polz, 2014) a una escala mucho mas fina. De este modo se ha podido resolver,
por ejemplo, la estructura genética de poblaciones de especies monomorficas
como B. anthracis (Read et al., 2002) o entender la asociacion de ciertos
genotipos con caracteristicas ambientales muy especificas en poblaciones
ambientales del género Vibrio (Shapiro et al., 2012). Es claro entonces que
cuando se quiere resolver la estructura poblacional a un nivel muy fino lo deseable
es contar con informacion de tipo eMLST o de genomas completos. Sin embargo
también hay que considerar que el uso de esquemas de tipo MSLT puede seguir
siendo importante y valioso si los tamafios de muestra de la poblacion a analizar
son muy grandes. Es valido obtener conclusiones sobre la estructura genética de
poblaciones bacterianas a partir de la secuencia de algunos cuantos genes pero
siempre teniendo en cuenta el nivel de resolucion de los marcadores genéticos
que se estan utilizando y las preguntas particulares que se busca responder sobre

dicha poblacion.

Finalmente cabe mencionar aqui que una alternativa para estudio de las
poblaciones bacterianas sin pasar necesariamente por el aislamiento y cultivo es
el conjunto de técnicas conocidas como secuenciacion de célula unica (SCG, por

sus siglas en inglés, single cell genomics). Dichas técnicas se han desarrollado de
15



manera importante en la ultima década (Lasken, 2012; Stepanauskas, 2012;
Blainey, 2013) y han permitido, por ejemplo, generar genomas de referencia de
bacterias que nunca se han cultivado, facilitando asi la interpretacion de datos
metagenomicos de comunidades bacterianas complejas (Woyke et al., 2009;
Swan et al.,, 2011). La obtencion de genomas de organismos no cultivados ha
permitido también resolver filogenias de algunos grupos muy divergentes de
bacterias y arqueas (Ghai et al., 2011; Blainey, 2013). Finalmente, la gran
promesa de las técnicas de SCG es que su aplicacion a mayor escala permitira
obtener informacién detallada sobre la diversidad genética y gendomica en
poblaciones naturales de bacterias, lo cual sera de gran ayuda para tener una idea

mucho mas precisa de los procesos de microevolucion en bacterias.

En conjunto, las nuevas tecnologias moleculares han permitido importantes
avances en las areas de la evolucion y ecologia microbiana y, en los afios por
venir, seguramente seran muy Uutiles para seguir profundizando nuestro
conocimiento en dichos temas. Sin embargo, siguen existiendo muchas preguntas
sin resolver en el estudio de las poblaciones de bacterias y su evolucion. Algunos
aspectos tedricos relevantes en el estudio de las poblaciones bacterianas se

discuten a continuacion.
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1.1.2 Consideraciones tedricas del estudio de poblaciones en bacterias

El estudio de la genética de poblaciones y evolucion molecular en bacterias es
esencial para poder entender los mecanismos de generacion de diversidad en las
mismas. Gracias a la genética de poblaciones hemos podido entender la dinamica
evolutiva y los mecanismos de generaciéon de diversidad de un numero importante
de macroorganismos. Sin embargo las bacterias y arqueas presentan una serie de
caracteristicas que plantean la pregunta de si es posible o adecuado utilizar para
su estudio las mismas herramientas de analisis y principios teoricos generados
para macroorganismos. A continuacién se presentan algunos de los aspectos
tedricos que deben ser tomados en cuenta para entender mejor el modo en que

los procariontes evolucionan.

1.1.2.1 El problema del concepto de especie en bacterias

El debate sobre el concepto de especie en bacterias sigue vigente y es central en
la microbiologia actual debido a que esta directamente relacionado con una serie
de aspectos de la biologia de los procariontes que siguen sin poder explicarse del
todo. Por un lado sigue sin quedar claro el modo en que las diferentes fuerzas
evolutivas permiten la generacion y extincion de los linajes genéticos en bacterias.
Existen también lagunas importantes en el conocimiento de los mecanismos de

diferenciacion entre subpoblaciones con ancestria comun asi como sobre los
17



procesos de adaptacion a nichos nuevos y ambientes cambiantes. A pesar de que
se han hecho notables avances encaminados a esclarecer algunos de estos
puntos (Gevers et al., 2005; Koeppel et al., 2008; Achtman & Wagner, 2008;
Fraser et al., 2009; Kopac & Cohan, 2011; Shapiro & Polz, 2014), la sistematica
bacteriana no ha logrado incorporar del todo los conocimientos generados en los

campos de la ecologia y evolucién procarionte a su propio campo de estudio.

En el caso de los macroorganismos, a lo largo de la historia de la biologia,
se han desarrollado y aplicado distintos conceptos de especie para delimitar las
unidades basicas de clasificacion de la diversidad biologica. Dentro de todos ellos
pueden reconocerse tres tipos principales: los que se basan en el aislamiento
reproductivo, los que se basan en la similitud y los que se basan en la monofila
(Cerritos, 2007; Silva & Vinuesa, 2007; Hart, 2011). Dentro de los conceptos de
especie que se basan en el aislamiento reproductivo, el concepto biolégico de
especie, que plantea que las especies son grupos de poblaciones entre las cuales
existe intercambio genético actual o potencialmente ademas de que estan aisladas
reproductivamente de otras especies (Dobzhansky, 1937; Mayr, 1942). La mayoria
de los conceptos de especie estan basados en similitud, bajo la idea intuitiva de
que un grupo de organismos pertenecen a una misma especie si comparten un
nuamero importante de caracteristicas que pueden ser morfoldgicas, fisioldgicas,
ecoldgicas, conductuales, etc. Este tipo de reconocimiento de las especies se

formalizé antes de la teoria evolutiva y tiene el grave problema de que no
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reconoce a las especies como entidades que son resultado de un proceso
historico evolutivo (Mayden, 1997). Finalmente, el concepto basado en monofilia
mas reconocido y utilizado es el concepto filogenético de especie. Este busca
definir especies a partir del reconocimiento de los grupos mas pequefios de
organismos que se pueden diferenciar de otros organismos similares y dentro de
los cuales se puede reconocer una relacidn ancestro-descendiente (Cerritos,
2007). Los caracteres tomados en cuenta para reconocer este tipo de especies
pueden ser fenotipicos o genotipicos siempre y cuando se vea reflejada la relacion

de ancestria comun.

Cada uno de los diferentes tipos de conceptos de especie tiene sus
problemas particulares aun en su aplicacion a los macroorganismos, sin embrago,
el problema de definir especies en microorganismos es aun mayor, debido a que
la mayoria de ellos, en particular las bacterias y arqueas no cuentan con varias de
las caracteristicas con base en las cuales dichos conceptos fueron propuestos. El
ejemplo mas claro es la imposibilidad de aplicar el concepto biolégico de especie a
los organismos procariontes que tienen reproduccion asexual. También resulta
complicado reconocer unidades fenotipicamente distintas de otras basandose
solamente en el limitado numero de caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas de

los procariontes que podrian ser informativas.
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A pesar de las dificultades tedricas que implica la definicion de especies en
procariontes, los taxénomos de bacterias y arqueas han tenido que encontrar un
conjunto de criterios practicos que les permitan nombrar y describir especies.
Actualmente la llamada aproximacién polifasica para definir especies es la mas
aceptada en la sistematica bacteriana. Dicha aproximacion busca llegar a un
consenso sobre la identidad taxondmica de las especies a partir de incorporar
diferentes tipos de informacién en la clasificacion de las entidades biologicas
(Vandamme et al.,, 1996). En primer lugar, se utiliza un conjunto de rasgos
fenotipicos que incluyen caracteristicas morfolégicas, bioquimicas y fisioldgicas y
que pueden ser facilmente reconocidas y descritas en un laboratorio. Se incluyen
también caracteristicas genotipicas y filogenéticas. En este caso, se da especial
atencién al porcentaje de hibridacion DNA/DNA del genoma completo y a la
secuencia de genes ribosomales de subunidad pequefia (16S rRNA). Para que
dos aislados bacterianos se consideren pertenecientes a una misma especie,
deben presentar un porcentaje de hibridacion DNA-DNA de cuando menos un
70% (Stackebrandt & Goebel, 1994). De modo similar, se considera que dos
aislados bacterianos con una identidad mayor o igual al 97% en la secuencia de
sus genes 16S rRNA pertenecen a la misma especie (Stackebrandt et al., 2002).
Sin embargo, el uso de este gen para distinguir especies bacterianas es
controvertido debido a que, en muchos casos, dicho marcador molecular no tiene
el poder de resolucién necesario para distinguir entre dos especies cercanas

(Fraser et al., 2009). En muchos casos los analisis de tipo MLST vy los estudios
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genomicos han revelado que existe gran diversidad genética dentro de los grupos
definidos so6lo por el 16s rRNA, por lo que es importante desarrollar explicaciones

tedricas que den cuenta de dicha diversidad.

Es claro que se pueden reconocer grupos discretos de organismos a partir
de analizar la similitud de las secuencias de diferentes marcadores moleculares.
Sin embargo, un problema que esta asociado al uso de secuencias es la dificultad
de definir un punto de corte estricto y aplicable a todos los grupos de procariontes,
a partir del cual deba reconocerse una especie. Por ejemplo, se ha observado que
existen diferencias grandes en el grado de diversidad en las secuencias entre las
especies de Streptococcus reconocidas como Streptococcus pneumoniae,
Streprococcus pseudopneumoniae y Strepcoccus miti (ver FIGURA 2a). La
diferencia promedio entre dos aislados de S. mitis (5 %) es similar a la distancia
promedio entre dos aislados de S. mitis y S. pneumoniae (5.8 %) (Hanage, Fraser
& Spratt, 2005, 2006; Fraser et al., 2009). Es decir, si se usara un nivel de corte
fijo para distinguir estas especies tendriamos que agrupar a S. pneumoniae y S.
mitis en una sola especie o0 separar a cada aislado de S. mitis en especies
diferentes. Claramente, ninguna de las dos alternativas es aceptable si se busca
reflejar en la delimitacién de especies el proceso evolutivo que llevd a cada uno de

estos grupos a mantenerse como una unidad genética discreta.
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Figura 2. Filogenias de especies de Streptococcus y Neisseria construidas a partir de secuencias
parciales de seis genes housekeeping. En el panel a se pueden identificar tres especies
reconocidas como S. mitis, S. pneumoniae y S. pseudopneumoniae y los niveles de divergencia
genética al interior de cada una de ellas. La divergencia fue calculada usando el porcentaje de
sitios variables entre dos secuencias y se presenta el promedio de los valores calculados para
cada par de secuencias. Puede observarse que la diferencia promedio entre dos aislados de S.
mitis es similar a la distancia promedio entre dos aislados de S. mitis y S. pneumoniae. En el panel
b se muestra la filogenia de las especies de Neisseria en la que pueden identificarse tres
agrupamientos bien delimitados correspondientes a N. meningitidis, N, lactamica y N. gonorrhoeae,
sin embrago puede verse también que existen otras especies como N. sicca o N. mucosa que no
forman agrupamientos bien delimitados y podrian ser consideradas como “especies borrosas”
(modificada de Hanage et al., 2005 y 2006 y Fraser et al., 2009).
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Aunado al problema de no poder establecer un valor fijo de similitud de
secuencias para definir especies que sea aplicable a todos los grupos
procariontes, esta el hecho de que no en todos los grupos de bacterias y arqueas
podemos reconocer estos agrupamientos genéticos claramente circunscritos. Por
ejemplo, en algunos géneros de bacterias como Neisseria los “limites” de las
especies se rompen por eventos de recombinacidn ocasionales entre grupos
genéticos distintos a los que se les ha dado la categoria de especies (ver figura
2b). Este tipo de ejemplos llevo a los autores de este trabajo a emplear el término
de “especies borrosas” (“fuzzy species”, es el término original usado en inglés)
para reconocer la existencia de estos grupos de bacterias que no necesariamente
forman grupos genéticamente bien definidos y claramente distintos de otros
(Hanage, Fraser & Spratt, 2005). La existencia de este tipo de especies con limites
genéticos “borrosos” se ha comprobado en trabajos posteriores con otros géneros
de bacterias recombinantes como Burkholderia y Streptococcus (Hanage, Fraser &
Spratt, 2006) asi como con arqueas del género Halorubrum (Papke et al., 2007). A
partir de estos trabajos ha quedado claro que los limites genéticos de las especies
no siempre son claros y que la recombinacion frecuente puede llegar a impedir el
establecimiento de dichos limites (Hanage, 2013). El papel de la recombinacién en
generar diversidad y promover divergencia en bacterias sera tratada mas
ampliamente en otro apartado de esta introduccion. Sin embargo cabe mencionar
desde ahora que la frecuencia con la que la recombinacién sucede en los

diferentes grupos de bacterias es muy variable. Es la frecuencia de la
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recombinacion la que le permitira actuar como una fuerza cohesiva que mantiene
la unidad genética de los linajes bacterianos 0 como un proceso capaz también de

“borrar” los limites de dichos linajes (Fraser et al., 2009).

Otro aspecto central que debe considerarse en la discusiéon relativa al
concepto de especies en procariontes es la necesidad de incorporar aspectos
ecologicos en la delimitacion de las especies. En este sentido, el modelo de los
ecotipos propuesto por Cohan (Cohan, 2002) presenta la idea de que las especies
bacterianas deberian ser delimitadas a partir de reconocer la existencia de
ecotipos en la naturaleza. Los ecotipos son grupos de organismos que comparten
el mismo nicho ecoldgico y que son resultado de una historia evolutiva comun de
seleccion ecologica. De este modo, los organismos que integran un ecotipo
deberian ser “ecolégicamente homogéneos” entre ellos (Cohan & Perry, 2007;
Kopac & Cohan, 2011). En este modelo, una poblacion clonal de bacterias puede
diversificar como resultado de la acumulacién de mutaciones neutrales y la deriva
génica actuando sobre dichas mutaciones. Ocasionalmente, una mutacién
benéfica puede surgir y provocar que todos los individuos que no presenten dicha
mutacion desaparezcan como resultado de un barrido selectivo. Los barridos
selectivos recurrentes restringiran asi la divergencia genética al interior de estos
grupos o ecotipos. Los ecotipos que habitan nichos diferentes seran afectados por
barridos selectivos diferentes, de modo que en cada uno de ellos se fijaran

mutaciones adaptativas distintas (ver figura 3). Una vez que se han separado los
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ecotipos se propagan clonalmente y permanecen como unidades independientes
adaptadas a nichos especificos distintos. La teoria de los ecotipos es importante
porque propone una explicacion sobre algunos de los posibles mecanismos de
especiacidn y reconoce la importancia del componente ecoldgico en formar grupos
cohesivos en bacterias. Sin embargo, tiene el gran problema de asumir que la
mayoria de las poblaciones procariontes son clonales. El papel de la
recombinacién y cdmo podria ésta impedir, hasta cierto punto, la formacion de los

ecotipos no esta claramente explicada en esta teoria.

E1

*

Figura 3. Modelo de ecotipos para explicar la diferenciacion de poblaciones de bacterias. El arbol

muestra un linaje inicial que se después diferencia de dos sublinajes E1 y E2) que difieren en algun
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aspecto de su ecologia. La seleccion periddica (barridos selectivos) ocurre en los puntos marcados
por asteriscos y elimina practicamente toda la diversidad que se ha acumulado en las poblaciones
desde el Ultimo barrido selectivo. Las lineas puenteadas en el arbol se refieren a la diversidad
purgada por la seleccién y mientras que las lineas continuas se refieren a la diversidad existente.
Como las dos poblaciones son ecolégicamente distintas (i.e. ecotipos), la seleccion periddica en un
sublinaje no afecta la diversidad en el otro sublinaje y viceversa. Cada ecotipo entonces puede

divergir y llegar a formar una especie separada (tomada de Fraser et al., 2009).

A partir de la discusion sobre el concepto de especies en bacterias y de los
avances en los campos de la evolucién y ecologia microbianas queda claro que
para entender los procesos de diversificacion en procariontes hay que considerar,
por un lado, el papel de la recombinacion y, por el otro, la influencia de los factores
ecologicos. A continuacion se abordan cada uno de estos aspectos un poco mas

ampliamente.

1.1.2.2 El papel de la recombinacién en las poblaciones de bacterias

Las bacterias son organismos asexuales que se reproducen por biparticion, una
célula madre da lugar a dos células hijas, cada una de las cuales contiene
informacion genética que es idéntica a la de su progenitora. Bajo este escenario
esperariamos tener estructura poblacional totalmente clonal. La diversidad
genética en las poblaciones de bacterias seria resultado exclusivo de la
acumulacion de mutaciones sucesivas. Sin embargo, sabemos que las bacterias

tienen mecanismos (conjugacion, transformacion y transduccion) que les permiten
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llevar a cabo el intercambio horizontal (o lateral) de informacion genética. Estos
mecanismos parasexuales de intercambio de informacidn genética son muy
diferentes de los mecanismos sexuales caracteristicos de los eucariontes. En
primer lugar estan desacoplados de la reproduccion de modo que no son eventos
que ocurran en cada generacidon, en segundo lugar son unidireccionales (de un
donador a un receptor) y, finalmente, sélo se transfiere en cada evento una
fraccion del genoma que puede involucrar desde algunos pares de bases hasta
cientos de kilobases. Los mecanismos de transferencia horizontal de los
procariontes pueden concluir con dos tipos de eventos de recombinacion,
homodloga y no homdloga, cada una de los cuales tienen consecuencias

importantes sobre la estructura genética y los mecanismos evolutivos en bacterias.

La recombinacién no homodloga (también conocida como recombinacion
ilegitima o sitio especifica) es el mecanismo mediante el cual un organismo puede
adquirir informacién genética de otro genoma diferente e incorporarlo al propio.
Una caracteristica importante de este tipo de recombinacién es que los linajes
entre los que se comparte la informacion pueden ser filogenéticamente muy
lejanos. De este modo, los genes adquiridos por recombinacién no homéloga
pueden llevar incluso a la adquisicion de nuevas funciones y provocar cambios
significativos en el nicho y fenotipo de una especie (Ochman, Lawrence &
Groisman, 2000; Lawrence, 2002; Gogarten & Townsend, 2005). Se ha estimado

que la recombinacion ilegitima puede resultar en un incremento de entre 10* y 10°
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en la tasa de innovacion gendémica entonces la taza de mutacion se vuelve
despreciable (Jain et al., 2003). La comparacion del creciente numero de genomas
bacterianos que han sido secuenciados muestra que este tipo de transferencia de
informacion genética ha tenido un papel muy importante en la evolucion de los
genomas bacterianos (Ochman, Lawrence & Groisman, 2000; Gogarten, Doolittle

& Lawrence, 2002; Narra & Ochman, 2006).

Por su parte, la recombinacién homdloga es aquella que sucede entre
organismos genéticamente cercanos. Para que se lleve a es necesario que el
fragmento de DNA externo que se incorpora tenga su homologo correspondiente
en el genoma receptor. La recombinacion de este tipo se vuelve menos probable
conforme incrementa la divergencia de las secuencias entre donador y receptor.
Esta caracteristica provoca que la recombinacién homologa sea mas frecuente
entre organismos de la misma especie pero no significa que no pueda darse
también entre organismos de especies cercanas. Debido a esta recombinacion
entre especies, es muy probable que casi cualquier aislado de una especie
particular contenga cuando menos una proporcion de material genético de alguna
especie filogenéticamente cercana. Esta alta frecuencia de los eventos de
recombinacién ha llevado incluso a que algunos autores sugieran que las
bacterias en realidad no forman especies debido a que no hay un limite al flujo de
genes entre ellas (Doolittle & Papke, 2006). Sin embargo, a pesar de la alta

prevalencia de la recombinacién aun entre linajes diferentes, existen también
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evidencias que sugieren que si es posible reconocer la presencia de grupos
genéticos discretos y que es posible reconstruir las filogenias de los linajes
procariontes (Papke et al., 2007; Fraser et al., 2009; Vos, 2010; Hanage, 2013;

Shapiro & Polz, 2014).

Un gran numero de trabajos desarrollados en las ultimas décadas han
demostrado que la recombinacién es mucho mas frecuente en las poblaciones
procariontes de lo que previamente se pensaba (Souza et al., 1992; Istock et al.,
1992; Feil & Spratt, 2001; Silva et al., 2003; Gogarten & Townsend, 2005; Hanage,
Fraser & Spratt, 2005; Narra & Ochman, 2006; Vos & Didelot, 2009). Se reconoce
a la recombinacion como un fenémeno que contribuye de manera importante a la
generacion de la diversidad, la redistribucion de la misma en las poblaciones e
incluso a la adaptacién a diferentes ambientes. A partir de estos trabajos hoy
sabemos que existe una amplia gama de tasas de recombinacion en los diferentes
linajes de bacterias y arqueas que han sido analizados. Existen especies que
pueden ser consideradas clonales como Staphylococcus aureus, Salmonella sp o
Lactobacillus casei (Maynard Smith et al., 1993; Enright et al., 2000; Feil et al.,
2003) mientras que existen otras que son altamente recombinantes y pueden
considerarse como poblaciones panmicticas como son Helycobacter pylori,
Streptococcus pneumoniae y varias especies del género Neisseria (Suerbaum et
al., 1998; Hanage, Fraser & Spratt, 2005; Vos & Didelot, 2009). Es precisamente la

frecuencia con la que sucede la recombinacién la que determina su efecto sobre
29



las poblaciones. Si es muy intensa puede diluir la cohesividad histérica de un linaje
y producir filogenias en forma de red. Sin embargo, también puede actuar como
una fuerza de cohesion dentro de los linajes cuando es mas frecuente al interior
de las especies que entre ellas (actuando asi como una barrera al flujo génico que
puede equipararse con el aislamiento sexual de los eucariontes). La intensidad de
la recombinacién determinara asi la facilidad con la que se promueve la
divergencia genética entre grupos de organismos (Fraser, Hanage & Spratt, 2007;
Fraser et al., 2009). En la figura 4 se explica cdmo estos procesos de divergencia
suceden en funcion de las tasa de recombinacion. En el eje Y se muestra la tasa
de divergencia entre dos linajes a lo largo del tiempo. Considerando la divergencia
como la tasa de cambio de la distancia genética entre dos linajes, los valores
negativos indican convergencia y homogeneizacion entre linajes mientras que los
valores positivos se refieren a la divergencia entre linajes. Puede observarse como
cuando la tasa de recombinacién es muy baja los linajes tienden a divergir mas
rapidamente mientras que, conforme la recombinacion aumenta, ésta aumenta la
cohesividad al interior de los linajes, se homogeneiza la poza génica y la
divergencia es mucho mas lenta. Para que los linajes con altas tasas de
recombinacién puedan divergir es necesario que exista algun proceso que
disminuya, cuando menos por un periodo de tiempo, el intercambio genético entre
linajes, por ejemplo, un periodo de alopatria o de diferenciacion ecolégica. En

estas especies, el “punto de especiacion” es la cantidad de divergencia entre
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linajes que necesita acumularse para impedir que vuelvan a convergir en un solo

linaje cuando las barreras a la recombinacion dejan de existir.

Tres escenarios de divergencia genética
segun el grado de recombinacién

3 0.10 clonal
0.53 umbral
2 —_—. 2.00 sexual

.....................................................................................

(x10-9)
o

entre grupos por generacion

“Punto de especiacion”
para especies sexuales

Tasa de cambio en la distancia genética

0% 10% 20% 30%

Distancia genética entre grupos

Figura 4. Divergencia genética entre dos grupos a partir de modelos de poblaciones contrastantes
en los niveles de recombinacion (clonal vs sexual o recombinante). Cuando se tienen tasas de
recombinacién bajas, la poblacion se define como clonal y los grupos se diferenciaran
genéticamente de manera rapida (linea y flechas verdes). Conforme aumenta la tasa de
recombinacién, dicho proceso actuara como fuerza cohesiva en las poblaciones y retrasara el
proceso de divergencia. Si la tasa de recombinacién es mayor al umbral (linea roja) las
poblaciones tenderan a la convergencia (linea y flechas azules). De este modo, en grupos con
altas tasa de recombinacion los procesos de divergencia seran promovidos por otros factores como
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barreras geograficas y/o ecoldgicas que eviten la convergencia genética por homogeneizacion de
la poza génica. El punto de especiacion para los grupos recombinantes se refiere a la cantidad de
divergencia genética (entre linajes) que necesita acumularse para impedir que los linajes vuelvan a
convergir en unos solo una vez que las barreras externas que limitan la recombinacién dejen de

existir.

Ademas de su contribucion como fuerza cohesiva o diversificadora en los
linajes procariontes, la recombinacion también tiene efectos al interior de las
poblaciones que son muy importantes y que afectan de manera directa la dinamica
evolutiva de las mismas. La recombinacion genera nuevas combinaciones de
alelos y rompe el ligamiento entre genes. De este modo, cuando la recombinacién
es frecuente, se espera un escenario en el que las poblaciones tengan una
diversidad genética alta y exista escaso ligamiento entre genes. Este tipo de
poblaciones pueden entenderse bajo los supuestos clasicos de la genética de
poblaciones debido a que, en términos genéticos, se comportan como poblaciones
de organismos eucariontes con reproduccién sexual. Sin embargo, en poblaciones
completamente clonales donde todos los genes estan ligados, la unidad sobre la
cual la seleccién natural actuaria seria el genoma completo. De este modo,
cualquier mutacién adaptativa que surgiera se fijaria en la poblacidén gracias a la
seleccion periodica. Linajes nuevos se estarian formando todo el tiempo y
desplazando a los anteriores en barridos selectivos. La diversidad genética se
mantendria en niveles muy bajos debido a los constantes barridos selectivos, Asi,
las poblaciones de bacterias evolucionarian de acuerdo con el modelo de los

ecotipos (Cohan, 2002) y, en el extremo, cada clona deberia considerarse como
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una poblacion. Los supuestos clasicos de la genética de poblaciones no podrian
utilizarse para el analisis de este tipo de poblaciones. En este sentido, el gran reto
para la genética de poblaciones de bacterias esta en determinar, por un lado, las
contribuciones relativas de los procesos evolutivos que generan variacion genética
(mutaciones puntuales y recombinacion) y, por el otro, entender los factores que
subsecuentemente determinan sus caminos evolutivos (la seleccion y la deriva

génica).

1.1.2.3 La importancia de la geografia y el ambiente

Parte importante de la informaciéon que tenemos actualmente sobre los procesos
de diversificacién y evolucién en procariontes han surgido a partir del estudio de
microorganismos patégenos. Sin embargo, considerando que la mayor parte de la
diversidad procarionte se encuentra en ambientes naturales no asociados al
humano (Whitman, Coleman & Wiebe, 1998; DeLong & Pace, 2001), es en esos
ambientes donde es necesario ampliar nuestro conocimiento sobre los procesos
que determinan la evolucion de bacterias y arqueas. Ademas de entender el papel
de la mutacion y la recombinacion como mecanismos generadores de diversidad
en procariontes, es esencial considerar también el papel de las barreras
geograficas y ecoldgicas en el proceso de formacién y diversificacion de linajes

bacterianos (Whitaker, 2006).
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El estudio de los mecanismos de diversificacidon en microorganismos implica
identificar los patrones de variacion genética que se pueden reconocer tanto al
interior como entre las poblaciones asi como las barreras que estructuran dichos
patrones y dan lugar a linajes genéticos que se mantienen a lo largo del tiempo.
Gracias a las herramientas moleculares desarrolladas en las ultimas décadas se
ha vuelto posible el analisis de muestras ambientales de mayor tamafo. Por otra
parte, algunas de las preguntas de los ecologos evolutivos, que historicamente
han trabajado con macroorganismos, empiezan a tener atencién en el campo de la
microbiologia. Por ejemplo, la importancia de las barreras geograficas en
microorganismos ha empezado a cuestionarse en afos recientes (Whitfield, 2005;
Martiny et al., 2006; Whitaker, 2006), mientras que para macroorganismos, la
especiaciéon alopatrica es uno de los mecanismos mas aceptados (Coyne & Orr,

2004).

La especiacion alopatrica resulta de la evolucion divergente de poblaciones
geograficamente aisladas. Ha sido particularmente complicado reconocer la
diferenciacion fenotipica entre poblaciones aisladas asi como identificar las
barreras geograficas potenciales que ocasionen una interrupcion en el flujo génico
entre ellas debido al tamafno pequeno de bacterias y arqueas. La vision clasica
acerca de los factores que determinan la distribucion de los microorganismos,
plantea un modelo en el cual las poblaciones microbianas no tienen ningun limite a

su dispersion gracias a su tamafno pequefo, su gran plasticidad metabdlica y su
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abundancia (Finlay, 2002). Sin embargo, conforme los estudios de biogeografia
microbiana aumentan, empieza a quedar claro que algunas especies si presentan
patrones de distribucion particulares relacionados ya sea con barreras geograficas
0 con procesos de adaptacion local (Papke et al., 2003; Whitaker, Grogan &
Taylor, 2003; Vinuesa et al., 2005; Whitaker, 2006; Vos & Velicer, 2008; Dvofrak,

Hasler & Poulickova, 2012; Sul et al., 2013)

Los patrones biogeograficos observados en los organismos se refieren a la
division y distribucion de la variacidon en grupos unicos y pueden ser resultado
tanto de barreras fisicas que limitan la dispersion (divergencia alopatrica) como de
factores ambientales (divergencia ecoldgica) (Lomolino, Riddle & Brown, 2005). En
la figura 5 se representan de manera esquematica estos dos modelos que pueden
explicar los patrones de divergencia en los organismos asociados a la geografia o

el ambiente.
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Figura 5. Dos modelos de diferenciacion genética a partir de una poblacion inicial homogénea. En
el panel a se muestra el modelo de divergencia alopatrica en la que una poblacién inicial es
separada en tres subpoblaciones aisladas unas de otras por barreras geograficas; en este caso el
aislamiento geografico permitira la diferenciacion de cada poblacién en un linaje nuevo distinto
genéticamente al que le dio origen. En el panel b se muestra el modelo de divergencia ecologica
en la que la poblacién homogénea evoluciona en una poblacidon heterogénea que diverge a partir

de que cada genotipo explora un nicho ecoldégico independiente (tomada de Whitaker, 2006).

Los patrones de distribucion cosmopolitas son resultado de una tasa alta de
dispersiéon y de la homogenizacion de la poza génica (a través de la
recombinacion homodloga. La capacidad de dispersion tiene que ver con las
capacidades fisicas de transporte y sobrevivencia de los organismos. Por lo tanto,

suponemos que aquellos microorganismos que tienen rangos de distribucion
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amplios seran los aquellos que poseen estructuras que les permiten un
movimiento activo (flagelos, por ejemplo) asi como aquellos cuyo movimiento
pasivo es facilitado por la formacidon de estructuras de resistencia como
endosporas o biopeliculas. La dispersion puede ser facilitada también por la
asociacion con macroorganismos migratorios incluidos los humanaos. De este
modo, no es sorprendente encontrar muchos estudios de bacterias patdgenas que
muestran una aparente distribucion cosmopolita (Smith, 1991; Smith, Feil & Smith,
2000; Feil & Spratt, 2001). La tasa de migracion o dispersion también esta
relacionada con la densidad de las poblaciones microbianas debido a que la
probabilidad de colonizar un nuevo habitat depende directamente de que haya un
mayor numero de organismos que se pueden propagar. Recientemente se han
desarrollado algunos modelos tedricos para poner a prueba esta idea y se ha
mostrado que la tasa de migracién aumenta conforme aumenta el tamafo de las
poblaciones (Sloan et al., 2006). Otro componente importante que determina la
probabilidad de la dispersion es la estructura espacial del habitat microbiano. Por
ejemplo, los microorganismos adaptados a habitats separados por distancias
grandes (que se asemejan a un modelo de islas) tienen tasas de migracion
menores que aquéllos que se encuentran en ambientes con una distribucién mas
continua (Staley & Gosink, 1999) Finalmente, es importante considerar que la
identificaciéon de barreras geograficas en microorganismos depende en gran
medida de la escala espacial usada. Mientras que existen algunas especies de

bacterias en las que se pueden reconocer las barreras geograficas a una escala
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de centimetros (Oda et al., 2003; Vogel et al., 2003) puede haber otras en las que
los patrones solo se vuelvan aparentes cuando se analizan con una escala global

o de varios cientos de kildbmetros (Cho & Tiedje, 2000; Vos & Velicer, 2008).

Gracias al avance de la biogeografia de microorganismos ha quedado claro
que las barreras geograficas pueden afectar los patrones de distribucion de
arqueas Yy bacterias y que existen algunas especies en las cuales el efecto del
aislamiento por distancia es muy claro, cuando menos a escalas continentales
(Cho & Tiedje, 2000; Whitaker, Grogan & Taylor, 2003; Vos & Velicer, 2008). Sin
embargo, para poder explicar mejor algunos de los patrones de divergencia
encontrados en bacterias y arqueas debemos tener en cuenta también que la
seleccion natural es una fuerza fundamental que puede promover la adaptacion a
escalas locales y asi generar divergencia entre linajes (Vos, 2010; Shapiro et al.,
2012). A pesar de que sabemos que las condiciones ambientales son
fundamentales para el proceso de adaptacién local, existen poco trabajos que
hayan encontrado evidencias claras de factores ambientales y/o ecoldgicos
directamente relacionados con los patrones de divergencia genética a nivel
poblacional. En gran medida esta falta de avances se debe a que existen pocos
estudios de genética de poblaciones y evolucién molecular que se centren en
poblaciones silvestres de procariontes. Ademas, determinar el nicho ecoldgico y
los factores ambientales a escalas de micro habitats supone una serie de

dificultades técnicas importantes y puede resultar muy complicado.
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Algunos de los trabajos que han explorado la importancia que los factores
ambientales y/o ecoldgicos tienen en determinar la estructura de las poblaciones
de bacterias de vida libre si han podido identificar algunas condiciones
ambientales particulares asociadas a la distribucion de la diversidad genética de
ciertas especies bacterianas. Por ejemplo, estudios con poblaciones de Bacillus
simplex en los suelos de dos regiones de Israel con condiciones climaticas
contrastantes permitieron determinar que la radiacion solar es un factor que afecta
la estructura de las poblaciones de estas bacterias (Sikorski & Nevo, 2005, 2007).
En otro caso, las poblaciones de otra bacteria ambiental recuperada de suelos del
género Desulfolobus mostraron una estructura poblacional que responde a las
condiciones de salinidad presentes en su ambiente (Oakley et al., 2010). En un
trabajo mas reciente se analizaron mas de 1000 aislados del género Vibrio
recuperados en el océano y se pudo determinar que existen subgrupos genéticos
dentro de las poblaciones asociados a particulas plancténicas de diferentes
tamanos (Hunt et al., 2008). Ademas, el analisis gendomico de 20 de estos aislados
permiti6 comprobar que la diferenciacién genética es resultado de un proceso de
diferenciacion ecoldgica reciente al interior de las poblaciones. La comparacion de
los genomas permitié detectar genes y polimorfismos Unicos asociados a cepas
con nichos ecoldgicos diferentes, lo cual permite proponer que estas
subpoblaciones estan en un proceso de especiacion incipiente (Shapiro et al.,

2012). Evidencias similares se encontraron en el trabajo de Rebollar y
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colaboradores (Rebollar et al., 2012) en el cual, trabajando con poblaciones
ambientales del género Exiguobacterium, se pudo detectar la existencia de
subgrupos compuestos por organismos asociados exclusivamente al sedimento o
al agua. Todos los trabajos anteriores sugieren que la divergencia genética en
poblaciones simpatricas de bacterias puede, en efecto, ser promovida por

procesos de adaptacion a ambientes y condiciones ecoldgicas particulares.

Finalmente, los estudios de gendmica comparada también han permitido
reunir evidencias de que los procesos de divergencia ecoldgica y adaptacion local
resultado de la seleccion positiva puede moldear la diversidad genética de
poblaciones ambientales de bacterias (Bielawski et al., 2004; Shapiro et al., 2009).
Por su parte, la secuenciacion de genomas completos de algunos organismos
recuperados de sitios con caracteristicas ambientales particulares ha permitido
detectar la importancia de eventos de transferencia horizontal que estan asociados
a la adaptacion a nichos ecoldgicos especificos. Tal es el caso de especies como
Bacillus coahuilensis (Alcaraz et al., 2008) y Sulfolobus islandicus (Cadillo-Quiroz

etal., 2012).

Con base en la revision aqui presentada queda claro que si bien en las
ultimas décadas los avances en los campos de la ecologia y evolucién de
procariontes han sido notables, siguen existiendo muchas preguntas importantes

sin resolver. En este sentido cabe mencionar que, en parte debido a las
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dificultades que representa su aislamiento y también en parte debido al interés que
histéricamente ha existido por entender la causa de las enfermedades, el estudio
de poblaciones de bacterias de vida libre (o ambientales) ha sido mucho menor
que el de las bacterias patdogenas. Sin embargo, la mayor parte de la diversidad
procarionte se encuentra en ambientes naturales (DeLong & Pace, 2001). Seguir
ampliando el conocimiento sobre poblaciones de bacterias de vida libre es lo que
nos permitira entender los procesos generales que operan en su adaptacion y

evolucion y explicar asi la gran diversidad de la vida procarionte sobre el planeta.
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Capitulo 2. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION DEL PROYECTO

En este apartado de la tesis se describiran brevemente algunas de las
caracteristicas del sitio de estudio que lo hacen particularmente adecuado para
estudiar la evolucion y ecologia de poblaciones naturales de bacterias. Se
presentaran también algunos trabajos previos de genética de poblaciones y
evolucion molecular llevados a cabo con el género Bacillus, que dieron lugar al

desarrollo del presente trabajo.

2.1 Sitio de estudio: Cuatro Ciénegas Coahuila

El valle de Cuatro Ciénegas, Coahuila (CCC) es el humedal mas importante del
desierto Chihuahuense y el mas vasto de América del norte. Se encuentra
rodeado por grandes cadenas montafosas y su formacion es resultado de un
historia geolégica compleja (Wilson & Pitts, 2010; Souza et al., 2012). Este valle es
el lugar con mas especies endémicas por kildbmetro cuadrado del continente,
albergando mas de 70 especies endémicas de plantas y animales (Souza et al.,
2006). Se estima que en CCC existen alrededor de unas 200 pozas ademas de
contar con otros cuerpos de agua como son manantiales, lagunas, ciénegas,
canales artificiales y rios (Johannesson, Cortés & Kilroy, 2004). Dichos sistemas
acuaticos se caracterizan por tener condiciones ambientales y de disponibilidad de

nutrientes contrastantes entre si (Elser et al.,, 2005; Rebollar et al., 2012). En
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particular, los sistemas acuaticos del valle se caracterizan por ser oligotroficos y
tener muy bajos niveles de fésforo disponible, de hecho, dichos sistemas
presentan la concentracion mas baja de fésforo de los sistemas acuaticos que se
han estudiado hasta la fecha (Elser et al., 2005; Souza et al., 2008). La limitacion
de nutrientes ha favorecido que los sistemas acuaticos del valle estén dominados
por comunidades microbianas abundantes y diversas (Souza et al., 2006;
Escalante et al., 2008; Cerritos et al., 2011). Es asi como el sistema aislado que
forma el valle de Cuatro Ciénegas, su geologia y las caracteristicas ambientales
anteriormente mencionadas lo convierten en un sitio adecuado para entender los
mecanismos ecologicos y evolutivos importantes en la generacidon de diversidad

en poblaciones ambientales de bacterias.

La primera descripcion de la composicion de la diversidad de las
comunidades bacterianas de CCC se obtuvo gracias a un muestreo amplio que
incluyé los principales sistemas acuaticos dentro del valle y sus alrededores. En
este primer trabajo se detectdé una gran diversidad de grupos bacterianos, la
mayoria de los cuales ademas mostraron estar filogenéticamente relacionados con
bacterias de origen marino (Souza et al., 2006). La afinidad con linajes marinos
también se ha observado en comunidades de virus que pueden encontrarse en
estromatolitos de CCC (Desnues et al., 2008). Para explicar la afinidad de las

comunidades de microorganismos de CCC con linajes marinos se ha propuesto
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que dichas comunidades son un relicto de la época en la que el valle estaba

todavia bajo el mar (hace unos 150 millones de afos; (Wolaver et al., 2008).

Estudios posteriores con comunidades microbianas de organismos
cultivables recuperadas del valle mostraron que dichas comunidades tienen una
alta diversidad B (Escalante et al., 2008), es decir, cada sitio de muestreo tiene
una composicién de grupos bacterianos particular, probablemente debido a la
heterogeneidad ambiental en el valle. Otro trabajo mostré que en particular la
comunidad de firmicutes y actinobacterias provenientes de uno de los sistemas
acuaticos de CCC conocido como Churince, presenta un patrén de distribucion de
dichos grupos bacterianos que esta relacionado con el gradiente de salinidad
ambiental (Cerritos et al., 2011). En afios mas recientes también se han estudiado
las comunidades bacterianas con técnicas independientes de cultivo. Trabajos
metagendmicos de algunos tapetes microbianos y estromatolitos de CCC
(Desnues et al., 2008; Breitbart et al., 2009; Bonilla-Rosso et al., 2012; Peimbert et
al., 2012) han mostrado también que las comunidades ahi encontradas son muy
diversas, que son complejas en términos metabdlicos y que dicha complejidad
metabdlica parece estar relacionada con las condiciones ambientales unicas de
cada sistema acuatico del valle. En la figura 6 se muestra un resumen de la
diversidad microbiana a nivel de phylum en los sistemas acuaticos de CCC hasta

ahora mas estudiados.
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Figura 6. Diversidad microbiana a nivel de phylum en diferentes sitios de Cuatro Ciénegas,
Coahuila. La identidad taxonémica fue determinada usando la secuencia del gen 16S rRNA
amplificada a partir de DNA ambiental. Los numeros se refieren al total de muestras tomadas en
cada region. CH se refiere a Churince, RM se refiere a Rio Mezquites (que incluye pozas de
desecacion y un rio con oncolitos), ES se refiere a Escobedo, LH se refiere a Los Hundidos, PA se
refiera a Pozas Azules y MR se refiere a una zona minera donde la muestra fue obtenida 600 m
por debajo de la superficie. El mapa de México muestra el valle de Cuatro Ciénegas en el centro
del estado de Coahuila y las fotografias corresponden a los sitios de muestreo de Cuatro Ciénegas
(Tomada de Souza et al., 2012).

Por otro lado, a partir de algunos aislados cultivables obtenidos en CCC, se

han podido describir y caracterizar especies que parecen ser unicas de este sitio
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de estudio, como el caso de Pseudomonas cuatrocienegasensis (Escalante et al.,
2009) y Bacillus coahuilensis cuatro (Cerritos et al., 2008). En particular, el analisis
detallado del genoma de B. coahuilensis ha mostrado que esta especie presenta
adaptaciones a las condiciones locales. Por ejemplo, esta bacteria posee en su
genoma genes que le permiten sintetizar sulfolipidos de membrana en lugar de
fosfolipidos (Alcaraz et al., 2008). Dicho rasgo representa una gran ventaja
adaptativa en un ambiente en donde la disponibilidad de fésforo es un factor
limitante. Finalmente, los trabajos de ecologia y evolucion molecular llevados a
cabo hasta ahora en CCC han permitido proponer un modelo de diversificacion
microbiana en el cual la falta de fésforo podria ser responsable de inhibir algunos
de los procesos de homogeneizacién (principalmente el intercambio genético por
recombinacién) de las poblaciones naturales de bacterias que ahi habitan (Souza

et al., 2008).

2.2 Grupo de estudio: el género Bacillus

El género Bacillus es un género de bacterias Gram positivas con bajo contenido
de G+C (Reino Bacteria; Phylum Firmicutes; Clase Bacilli; Orden Bacillales;
Familia Bacillaceae) que actualmente esta integrado por mas de 300 especies
reconocidas (http://www.bacterio.net/b/bacillus.html). Se caracterizan por tener
una gran variedad de estilos de vida y ser ubicuos en la naturaleza (Claus &

Berkeley, 1986). Una caracteristica distintiva del género es su capacidad de
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formar endosporas como estructuras de resistencia que contribuyen a su
capacidad para colonizar ambientes muy diversos (Slepecky & Hemphill, 2006).
Representantes del género Bacillus han sido aislados de ambientes tan diversos
como cuerpos de agua continentales y agua de mar, suelo, plantas, animales e
incluso el aire (Pignatelli, Moya & Tamames, 2009). La diversidad fenotipica del
género es muy amplia, son capaces de sobrevivir a altas temperaturas,
salinidades extremas, condiciones acidas y también existen algunos grupos
especializados en burlar al sistema inmune de varios animales (Holt, 1986). Su
diversidad metabdlica es notable también. B. arsenicoselenatis y B.
selenitireducens, por ejemplo, pueden vivir a partir de usar selenio y arsénico
como aceptores de electrones (Switzer Blum et al., 1998). Otros como B.
carboniphilus pueden crecer sobre superficies de carbén activado (Fujita et al.,
1996) o en sitios tan peculiares como la superficie de pinturas, como B. barbaricus
(Taubel et al., 2003). La diversidad metabdlica del género Bacillus ha permitido la
utilizacion de algunos de sus miembros en procesos industriales de obtencién de
riboflavina, strepatvidina, B-lactamasa y diversas toxinas de insectos y nematodos
usadas como insecticidas (Maughan & Van der Auwera, 2011). Finalmente, otros
grupos de Bacillus como B. anthracis y B. cereus se caracterizan por provocar

enfermedades en humanos.

Algunas especies de este género, como B. subtilis y B. anthracis, estan

dentro de las primeras especies de bacterias descritas en la historia de la
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microbiologia. Ferdinand Cohn fue el primero en describir el proceso de
esporulacion en B. subtilis (Cohn, 1962) y Robert Koch probd su famosa teoria de
la causa de que las enfermedades son causadas por gérmenes usando a B.
anthracis (Koch, 1962). Aunque la diversidad de Bacillus es muy grande, B. subtlis
y el linaje de B. anthracis siguen siendo las especies mas ampliamente estudiadas

hasta la fecha.

Algunos de los primeros trabajos de genética de poblaciones con bacterias
de vida libre fue llevado a cabo por Istock y colaboradores (Istock et al., 1992) con
una poblacion de B. subtilis proveniente del Desierto de Sonora. Usando 60
aislados de dicha especie y técnicas de MLEE los autores buscaron describir la
estructura genética de dicha poblaciéon y encontraron evidencia de que, en la
poblacién estudiada, la recombinacion era frecuente (Istock et al., 1992). De
hecho, este trabajo es uno de los primeros que muestran que la recombinacion
juega un papel muy importante en moldear la estructura genética de las
poblaciones de bacterias, oponiéndose asi a la teoria mas aceptada en esa época,
la cual asumia que la estructura poblacional de las bacterias debia ser clonal. En
un trabajo posterior, Duncan y colaboradores (Duncan et al., 1994) analizaron la
estructura genética de dos poblaciones simpatricas de B. subtilis y B. licheniformis
del Desierto de Sonora y encontraron que la recombinacién es frecuente dentro de
cada especie pero no entre especies, lo cual reafirma la idea de que la

recombinacién puede actuar como fuerza cohesiva al interior de los linajes
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bacterianos. Finalmente, en un trabajo mas reciente, Istock y colaboradores
(Istock et al., 2001) aportaron nuevos datos sobre la diversidad geografica de los
linajes de B. subtilis. Al analizar un total de 106 aislados provenientes de Arizona,
California, Utah, México, Chile, Chad, Tunez y China, dichos autores encontraron
seis linajes genomicos principales dentro de la muestra. Cuatro de los seis linajes
estuvieron presentes en tres de los cuatro continentes revisados, mientras que los
otros dos fueron encontrados sélo en uno o dos continentes. Este resultado
sugiere que dichos linajes tienen una distribucion cosmopolita y debieron haberse
dispersado desde su sitio de origen. Dentro de cada gran linaje se encontraron
sublinajes, algunos de los cuales mostraron una diferenciacion geografica local en
sus genomas mientras que otros presentaron una mezcla de genomas similares

de regiones geograficas distantes.

El grupo de Bacillus cereus sensu lato en el cual se incluye a B. anthracis
es otro de los que ha sido mas ampliamente estudiado dentro de este género.
Este grupo incluye a seis especies muy cercanamente relacionadas: B. cereus, B.
anthracis, B. thuringiensis, B. mycoides, B. pseudomycoides y B.
weinhestephanensis. La identidad taxonodmica de cada una de estas especies ha
sido objeto de debate en los ultimos anos, en particular a partir que el analisis de
datos moleculares ha mostrado que los limites entre los miembros de este grupo
pueden resultar muy dificiles de definir y que posiblemente es necesario replantear

la definicion de estas y otras especies del género Bacillus (Maughan & Van der
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Auwera, 2011). B. anthracis es un patogeno obligado de mamiferos y es el agente
causante del antrax o carbunco (Passalacqua & Bergman, 2006; Pilo & Frey,
2011). B. cereus es un patégeno oportunista de humanos que genera
envenenamiento por comida y es responsable de contaminaciones en hospitales y
sitios de fabricacion de alimentos (Tourasse et al., 2011). B. thuringiensis es un
patdgeno de insectos bien conocido por su uso como biopesticida en todo el
mundo (Soberon et al., 2007) aunque ocasionalmente puede también actuar como
patdbgeno oportunista en humanos causando necrosis de tejidos, infeccion
pulmonar e intoxicacion por alimentos (Ghelardi et al., 2007; Mcintyre et al., 2008).
B. weinhestephanensis es una bacteria tolerante al frio y, junto con B. mycoides y
B. pseudomycoides, son generalmente consideradas las especies no patdégenas
del grupo de B. cereus (Maughan & Van der Auwera, 2011). Sin embargo, los
organismos del grupo de B. cereus en general estan muy cercanamente
relacionados en términos gendémicos (Helgason et al., 2000; Tourasse et al., 2006;
Kolsta, Tourasse & Dkstad, 2009) y todas las especies que lo conforman tienen el
potencial de ser patdégenas debido a que tienen en su cromosoma un conjunto
comun de enterotoxinas y enzimas que pueden causar diarrea y otras

enfermedades gastrointestinales (Tourasse et al., 2011).

Debido a su importancia médica y econdémica, la estructura genética
y las relaciones filogenéticas dentro del grupo de Bacillus cereus han sido

ampliamente estudiadas usando diversos métodos de tipificacion buscando
50



reconstruir la historia evolutiva del surgimiento de las especies y linajes que lo
integran asi como identificar los grupos clonales responsables de las
enfermedades que generan. Analisis a gran escala de este grupo han incluido la
caracterizacion usando MLEE (Helgason et al., 1998, 2000; Vilas-Boas et al.,
2002), analisis de polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados (AFLP
por sus siglas en inglés, Amplified Fragment length Polymorphism) y, mas
recientemente, analisis de tipos MLST (Helgason et al., 2004; Ko et al., 2004,
Priest et al., 2004; Sorokin et al., 2006; Tourasse et al., 2006; Cardazzo et al.,
2008; Hoffmaster et al., 2008; Didelot et al., 2009). Los diferentes analisis de
tipificacion llevados a cabo con el grupo de B. cereus han mostrado que el grupo
B. cereus sensu lato forma un grupo filogenético en el cual los miembros de cada
especie frecuentemente se encuentran entremezclados (Tourasse et al., 2011).
Sin embargo, la excepcion esta representada por B. anthracis que forma un linaje
altamente clonal al interior de B. cereus sensu lato y B. pseudomycoides que
forma un grupo muy divergente que se comporta como grupo externo del grupo de
B. cereus (Fagerlund et al., 2007; Auger et al., 2008; Lapidus et al., 2008). Por su
parte, los analisis genéticos del grupo de B. cereus han mostrado de manera
independiente que dicha especie esta dividida en multiples grupos filogenéticos y
que las cepas relacionadas con el envenenamiento por alimentos estan
distribuidos a lo largo de toda la filogenia (Tourasse et al., 2011). Ademas, estos
subgrupos filogenéticos muestran diferencias ecoldgicas, en particular

relacionadas con la tolerancia a la temperatura (Guinebretiére et al., 2008). La
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poblacion del grupo B. cereus parece ser solo débilmente clonal, aunque es
posible identificar algunos complejos clonales de cepas relacionadas con aislados
clinicos o contaminantes de alimentos, también existen evidencias de
recombinacion y transferencia horizontal de genes (Tourasse et al., 2011). Analisis
de tipo MLST al interior de este grupo producen filogenias que no son
congruentes, lo cual es indicativo de que la recombinacion ha tenido un papel

importante en su evolucion I[(Didelot & Falush, 2007; Didelot et al., 2009).

Sin embargo, un problema con la mayoria de los trabajos que se refieren al
grupo de B. cereus sensu lato es que casi todos ellos se han llevado a cabo con
colecciones de cepas de origenes muy heterogéneos en lugar de tratar de
entender primero la estructura poblacional a una escala local. En este sentido, el
trabajo de Vilas-Bbas y colaboradores (Vilas-Boas et al., 2002) es particularmente
interesante porque es uno de los pocos que analizan cepas obtenidas de
poblaciones naturales de dos especies del grupo de B. cereus. En este estudio,
los autores trabajaron con cepas de B. thuringiensis y B. cereus aisladas al
mismos tiempo del suelo de dos sitios geograficamente distantes. Con las
muestras, por medio de MLEE, los autores analizaron la estructura genética de
dichas poblaciones para explorar la importancia relativa del intercambio genético
intra e interespecifico, con la intencion de probar asi si la distancia genética entre

estas dos especie esta relacionada con la distancia geografica. Los resultados
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mostraron que si existe una diferenciacidbn genética entre poblaciones de B.
cereus y B. thuringiensis; las poblaciones geograficamente distantes de cada una
de las especies de Bacillus mostraron ser genéticamente mas similares entre si
que con respecto a la poblaciones de la otra especie, aun cuando compartieran un
mismo espacio geografico. Lo anterior sugiere que el intercambio genético entre
cepas de la misma especie es mucho mayor que entre especies. En el caso de
este trabajo también se propone que la recombinacién actua como una fuerza que

unifica las pozas génicas al interior de las poblaciones.

2.2.1 El género Bacillus en Cuatro Ciénegas

Dentro de la diversidad bacteriana de Cuatro Ciénegas existen algunos géneros
que han sido recuperados frecuentemente y cultivados con éxito a partir de
muestras de diferentes sistemas acuaticos dentro del valle. Algunos de estos son
Pseudomonas, Exiguobacterium y Bacillus (Escalante et al., 2008; Cerritos et al.,

2011; Rebollar et al., 2012).

El trabajo previo llevado a cabo con el género Bacillus a partir de aislados
recuperados en CCC permitid describir la diversidad genética y estructura de
algunos grupos de dicho género. Usando la secuencia del gen 16S rRNA se pudo

comprobar que los Bacillus aislados de CCC estan filogenéticamente relacionados
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con Bacillus marinos. Uno de estos grupos fue descrito como una especie
endémica de esta region, distinta a especies de Bacillus previamente descritas en
la literatura (Cerritos et al., 2008) y nombrado como B. coahuilensis. Junto con B.
coahuilensis se identificaron otros 5 grupos del mismo género de los cuales,
ademas de la secuencia 16s rRNA se obtuvieron las secuencias de dos genes
housekeeping (recA y gitX). Dichas secuencias fueron utilizadas para determinar
la estructura poblacional dentro de cada grupo identificado. Los resultados
mostraron que al interior de cada una de las poblaciones la diversidad genética es
baja y se pudo identificar una estructura poblacional altamente clonal para cada
uno de estos grupos. Sin embargo, el numero de muestra de cada poblacion fue
siempre menor a 15 aislados y se usaron solamente dos genes para el analisis
multilocus (Cerritos, 2008). Es posible entonces que los resultados observados
pudieran deberse a un efecto tanto del tamafio de muestra como al numero
limitado de marcadores utilizados. Finalmente, cabe mencionar aqui que a pesar
de que este trabajo con Bacillus de CCC se observé una estructura poblacional
clonal, un trabajo posterior identificé evidencias de dos eventos importantes de
transferencia horizontal en el genoma de B. coahuilensis (adquisicion de genes de
rodopsina y sulfoquinovosa), que pudieron haber contribuido a la adaptaciéon de
dicha especie a las condiciones de oligotrofia de CCC (Alcaraz et al.,

2008)(Alcaraz et al., 2008).
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2.3 Justificacion y presentacion del proyecto

A pesar de los avances hechos en los campos de la ecologia y evolucion
molecular de procariontes en las ultimas décadas, las principales preguntas que
siguen siendo centrales para ambos campos estan relacionadas con las causas
detras de la enorme diversidad de grupos procariontes que existe en nuestro
planeta. Para poder responder estas preguntas es necesario considerar los
mecanismos que han generado dicha diversidad. Entendiendo que la diversidad
es resultado de un proceso de divergencia evolutiva, es importante entender los
procesos de generacién de diversidad a nivel poblacional, para poder también
entender los mecanismos de divergencia genética de los linajes y la especiacion

en procariontes.

El estudio de poblaciones de bacterias se ha centrado en gran medida en el
analisis de organismos patégenos, justamente para tratar de entender procesos
como las epidemias y el surgimiento de cepas patdgenas. Sin embargo, el estudio
de poblaciones de bacterias de vida libre (0o ambientales) ha sido mucho menor
que el de las bacterias patégenas y apenas en los ultimos afos ha empezado a
ampliarse. Como sabemos, la mayor parte de la diversidad procarionte se
encuentra en ambientes naturales (DeLong & Pace, 2001), por lo que resulta
indispensable seguir ampliando el conocimiento sobre poblaciones de bacterias de

vida libre para poder entender los procesos generales que operan en su
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adaptacion y evolucidn y explicar asi la gran diversidad de la vida procarionte
sobre el planeta.

En el presente trabajo se explord la genética de poblaciones y evolucidn
molecular del género Bacillus a partir de una coleccion amplia de aislados
recuperada de los cuatro principales sistemas acuaticos dentro del valle de CCC.
El objetivo principal fue describir le diversidad genética de las poblaciones de

Bacillus del valle y determinar los factores que han moldeado dicha diversidad.

Los primeros analisis genéticos llevados a cabo con la coleccidén de Bacillus
de CCC mostraron que se trata de una especie que no ha sido previamente
descrita en la literatura. Asi, en el capitulo tres de esta tesis se presenta el primer
articulo derivado de este proyecto en el cual se llevd a cabo la determinacién de
las relaciones filogenéticas de este grupo de Bacillus aislado de CCC vy se llevo a
cabo la descripcidn polifasica de esta nueva especie, para la cual se propuso el

nombre de Bacillus cuatrocienegasensis.

En el capitulo cuatro se presentan los analisis de genética de poblaciones y
evolucion molecular llevados a cabo con el objetivo de determinar la importancia
relativa de la mutacién y la recombinacién en la generacion de la diversidad
genética de las poblaciones de Bacillus estudiadas y la posible relaciéon de la

distribucion de dicha diversidad con los factores ambientales de valle de CCC.
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Finalmente, en el capitulo cinco se analiza con mayor profundidad la
estructura poblacional de la muestra de Bacillus de CCC y se compara con otras
poblaciones de los géneros Exiguobacteriumy Pseudomonas también aisladas de
este sitio. Lo anterior con el objetivo de descubrir la posible influencia de los
factores historicos sobre los patrones de diversidad de poblaciones bacterianas

que coexisten en un area geografica dada.
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Capitulo 3. ARTICULO 1: “Bacillus cuatrocienegasensis sp. nov., una nueva

especie moderadamente halotolerante aislada del valle Cuatro Ciénegas, México”

3.1 Resumen

En este trabajo se describi® una nueva cepa bacteriana, P19", con forma de
bacilo, Gram positiva, formadora de endosporas y halotolerante, que fue aislada
de una muestra de agua colectada en el valle de Cuatro Ciénegas, México. Para
determinar su posicion taxondmica, la cepa fue objeto de una caracterizacién
polifasica. La cepa fue capaz de crecer a 10-45 °C (6ptimo a 30-37 °C), en un
rango de pH de 6-10 (6ptimo a pH 8) y en 2.5-10 % (w/v) NaCl (6ptimo a 7.5 %).
Los analisis filogenéticos basados en la secuencia del gen 16S rRNA colocaron al
aislado dentro del género Bacillus y ademas mostraron que la cepa P19" tiene la
mayor similitud de secuencia con Bacillus vietnamensis (98%), Bacillus aquimaris
(97.8%) y Bacillus marisflavi (97.5%). Aunque los porcentajes de similitud de las
secuencias del 16S rRNA resultaron mayores a 97%, la similitud DNA-DNA entre
la cepa P19" y las cepas tipo de las especies cercanamente relacionadas fueron
menores que el 30%. Los acidos grasos mas abundantes fueron identificados
como iso-C15:0 (36.8 %), anteiso-C15:0 (19.95 %) y anteiso-C17:0 (14.31 %). Los
lipidos polares predominantes fueron identificados como fosfatidilglicerol,

difosfatidilglicerol y fosfatidiletanolamina. MK-7 fue identificada como la
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menaquinona predominante y el tipo de peptidoglicano presente en la pared
celular se identificé como A1a (L-Lys directo). El contenido de G+C gendmico fue
de 42.1 %. Con base en los datos fenotipicos, quimiotaxonémicos y filogenéticos,
la cepa P19" puede ser distinguida de otros taxa cercanamente relacionados y, por
lo tanto, consideramos que representa una nueva especie dentro del género
Bacillus. El nombre propuesto para la cepa P19' (=CECT 7983T =LMG 26558T)

es Bacillus cuatrocienegasensis sp. nov.
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ABSTRACT

A rod shaped, endospore forming, Gram-stain positive and halotolerant novel bacterial
strain, designated as P19T, was isolated from a water sample collected from the Cuatro
Cienegas Basin (CCB), Mexico. To determine its taxonomic position, the strain was
subjected to polyphasic characterization. The strain P19" is able to grow at 10-45 °C
(optimum at 30-37 °C), in a pH range of 6-10 (optimum at pH 8) and in 2.5-10 % (w/v)
NaCl (optimum at 7.5 %). Phylogenetic analysis based on 16S rRNA gene sequences
placed the strain P19" within the Bacillus genus and revealed that it has the highest
sequence similarity with Bacillus vietnamensis (98 %), Bacillus aquimaris (97.8 %) and
Bacillus marisflavi (97.5 %). Although the 16S rRNA sequence similarities were above
97%, DNA-DNA relatedness between strain P19" and the type strains of closely related
species was lower than 30 %. The major fatty acids were identified as is0-Cjs. (36.8 %),
anteiso-Cyso (19.95 %) and anteiso-Ci79 (14.31 %). The predominant polar lipids were
identified as phosphatidylglycerol, diphosphatidylglycerol and phosphatidylethanolamine.
MK-7 was identified as the predominant menaquinone and the cell wall peptidoglycan type
was identified as Ala (L-Lys direct). The genomic DNA G+C content was determined to
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be 42.1%. On the basis of phenotypic, chemotaxonomic and phylogenetic data, strain P19"
can be distinguished from its closely related taxa and thus represents a novel species within
the genus Bacillus. The name Bacillus cuatrocienegasensis sp. nov., is proposed, with the

type strain P19" (=CECT 7983" =LMG 26558")
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INTRODUCTION

The genus Bacillus (Gordon, 1981) currently consists of almost 300 recognized species

(http://www.bacterio.net/b/bacillus.html) which have a wide range of physiological life

styles and are ubiquitous in nature (Claus & Berkeley, 1986; Slepecky & Hemphill, 2006).
The genus Bacillus is well known for being capable of forming resistant endospores that
contribute to their ubiquity in natural environments. In recent years, several halotolerant or
moderately halophilic, endospore forming, rod-shaped bacteria of the genus Bacillus have
been described (Ventosa, Nieto & Oren, 1998; Yoon, 2003; Noguchi et al., 2004; Cerritos
et al., 2008; Singh et al., 2014). Most of these former species have been isolated from
marine environments, however, little is known about species inhabiting non-marine, high
salinity aquatic environments (Lim et al., 2006; Cerritos et al., 2008) In order to describe
the halotolerant bacterial diversity of high salinity non-marine aquatic environments,
samples were collected from the Cuatro Cienegas Basin (CCB), Mexico (Rebollar et al.,
2012; Avitia et al., 2014). During these studies, a strain designated as P19 was isolated.
The aim of the present study is to determine the taxonomic status of strain P19 using a
polyphasic approach (including phenotypic properties, chemotaxonomic, phylogenetic
analyses, and genomic relatedness), to meet the minimal standards for the description of
novel taxa (Logan et al., 2009) On the basis of the results, strain P19' is considered to
represent a novel species of the genus Bacillus, for which the name Bacillus

cuatrocienegasensis sp. nov. is proposed, since this strain was isolated from the CCB.
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MATERIALS AND METHODS

Isolation and cultivation

A collection of 151 isolates were obtained from surface water and sediment from four
aquatic systems within the CCB: Churince, Los Hundidos, Rio Mesquites, and Pozas
Azules (Avitia et al., 2014). In particular, isolate P19" was recovered from a desiccation
pond near the Rio Mesquites (26°55.133” N, 102° 6.19° W). All isolates were obtained
using previously described methods (Rebollar et al., 2012). Briefly, water and sediment
samples were diluted at 1:10; 1:100; 1:1,000; and 1:10,000 using saline solution (1%
NaCl). Subsequently, 200 ul of each dilution was plated in marine agar 2216 (MA, Difco)
and incubated for 24 h at 37°C. Colonies were purified by single-colony isolation. All
isolates were stored at -80 °C in 20% (w/v) glycerol. From this large collection, five strains
(P19", PM43e, PESe, A81 and 105M) were chosen for being representative of all sources of
isolation. The five strains were subjected to morphological, phenotypic and genetic
characterization. All strains were routinely grown on MA at 37 °C for all the
characterization experiments, except when stated otherwise. The type strains of closely
related taxa Bacillus aquimaris TF-12", Bacillus marisflavi TE-11"7 and Bacillus
vietnamensis NRIC 05317 were used as reference strains in all of the experiments (except

where mentioned otherwise) under the same laboratory conditions.

Repetitive sequence-based PCR profiles with BOX primers as well as SDS-PAGE

assays of whole-cell proteins of the five isolates and reference strains were performed (see
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Supplementary material for details). Among these five strains, the strain P19" was chosen
as the type strain for the novel species described in this study and it was subjected to a more

detailed characterization.

Morphology and phenotypic characterization

The colony morphology of the strains was observed after growth on MA for 72 hours. The
cell morphology and sporulation process of the selected strains were examined using phase
contrast microscopy. Samples were fixed with formaldehyde and stained with 1% (w/v)
crystal violet. Preparations were visualized with a Nikon microscope (model
microphotFXA) using bright field and differential interference contrast (DIC). Images were
captured and processed using a Nikon digital camera (model DFX100) and acquisition
software (ACT-1, Nikon). A more detailed characterization of cell morphology of the P19"
strain was achieved by electron microscopy. A sample of an overnight culture was taken
and washed with 10 mM Tris-HCI, pH 7.0. Cell samples were stained with 1% PTA, pH
7.0, and observed using a JEM-1200EXII electron microscope (JEOL, Tokyo, Japan).

Micrographs were taken at an accelerating voltage of 100 kV.

Motility assays were performed on P19’ strain. For motility assays, a medium
consisting of tryptone 1.0%, MgS0O4 35mM, CaCl2 7mM, KCI 7mM and NaCl 120mM,
also known as tryptone-based seawater (TBSW) (O’Shea et al., 2005), was used with
different agar concentrations. 5-ul samples of a stationary-phase culture were inoculated on

Petri dishes containing two soft agar concentrations (0.3% and 0.6%) and incubated at 37
65



°C for 10 or 48h. Swimming and swarming ability was recorded as the ability of bacteria to
move away from the inoculation point. Images of the soft agar plates were taken using a

Canon Power shot A700 zoom digital camera.

The biochemical profile of each strain was characterized by single carbon source
assimilation tests. The tests were performed on MA, replacing yeast extract and peptone
with specific carbon sources. Acid production from carbohydrates was determined as

previously described by Leifson (Leifson, 1963).

Temperature and NaCl (%w/v) tolerance were evaluated by culturing each strain on
MB at 10, 15, 20, 28, 37, 40 and 45°C and 0, 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5, 15, 17.5 and 20 % NaCl
(w/v) respectively. Microtiter plates were inoculated with Sml of each strain and the growth
was evaluated by spectrophotometry (at 600 nm) during 24 h. pH tolerance was assessed by
measuring the diameter of colonies after 24 h of incubation at 37 °C on MA with pH values
between 4 and 12. pH was modified by adding hydrochloric acid (HCl) or sodium

hydroxide (NaOH) to the MA.

16S rRINA gene sequencing and phylogenetic analyses

For each strain, DNA was extracted using a DNeasy tissue Kit (Qiagen, Valencia CA)
following the manufacturer’s instructions. The 16S rRNA gene was amplified using the
eubacterial universal primers 27F and 1492R, according to the conditions described by

Lane (Lane, 1991). PCR amplification was performed according to Cerritos et al. (2008).
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All PCR products were sequenced at the University of Washington’s High Throughput
Sequencing Solutions Laboratory. A nearly full length (1350 bp) 16S rRNA gene was

obtained and used for further phylogenetic analyses.

The identity of each isolate was determined by comparing 16S rRNA sequences
with the Ribosomal Database Project including only type strains. Sequences were aligned
using ClustalW program (Thompson, Higgins & Gibson, 1994). Phylogenetic
reconstructions were performed using two algorithms: neighbor-joining (NJ) and maximum
likelihood (ML) as implemented in in MEGA6 (Tamura et al., 2013). The stability of the
phylogenetic relationship was assessed with bootstrap analysis, by performing 10,000 re-

sampling for the tree topology of the neighbor-joining data.

DNA base composition, DNA-DNA hybridization

To confirm taxonomic relationships at the species level, DNA base composition and DNA -
DNA hybridization were performed by the LMG consortium. DNA base compositions were
determined using the HPLC technique (Mesbah, Premachandran & Whitman, 1989).
Hybridizations were performed in the presence of 50% formamide at 39 °C according to a
modification of the method described by Ezaki et al. (Ezaki, Hashimoto & Yabuuchi,
1989). The DNA-DNA relatedness percentages reported are the means of at least five
hybridizations. With this technique, the average standard deviation is 14 units (Goris et al.,

1998).Deviations of up to 20-25 units are still acceptable.
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Chemotaxonomic analyses

The quantitative analysis of whole-cell fatty acids of the P19" strain was carried out as
previously described by Teska et al. (Teska, Coyne & Ezzell, 1998). Fatty Acid Methyl
Esters (FAMEs) were analyzed using a gas chromatograph, coupled to an electron impact
quadruple mass spectrometer (GC/EIMS Agilent Technologies 7890 A, coupled to a
Hewlett Packard 5973 MSD) with a 7683 auto sampler (Agilent Technologies). A fused
silica capillary column HP-INNOWax (30 m x 250 pm x 0.25 pum) was used for the
separation of FAMEs. Aliquots of 1ul of each sample were injected with a split ratio of
1:10 at 250 °C. The initial oven temperature (50 °C) was initially maintained for 3 min,
then increased at a rate of 10 °C/min to 250 °C and held for 15 min. Helium was used as
carrier gas at a flow rate of 2 mL/min. FAME standards and GC/EIMS were used to
identify peaks with the aid of the AMDIS deconvolution program and NIST 2008 Mass

Spectra Database.

For the polar lipid determination, strains were grown in MB for 20 h at 37 °C, and
the polar lipids were extracted as described by Bligh and Dyer (Bligh & Dyer, 1959). The
chloroform phase was used for develop on TLC plates (high performance TLC aluminum
sheets, silica gel 60; Merck) by two-dimensional separation (Geiger et al., 1999). Total
polar lipids were observed either by iodine vapor (Sims & Larose, 1962) or by spraying
with ANS reagent (8-anilino-1-napthalenesulfonic acid) (Zbierzak, Dormann & Holzl,
2011). Polar lipids were identified on the basis of their migration and identified by Rf

comparisons ~ with  standards = for = phosphatidic  acid,  phosphatidyilserine,
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phosphatidylethanolamine, phosphatidylglycerol and diphosphatidylglycerol (Sigma) in
combination with specific staining. Lipids containing amino groups, phosphorus,
quaternary nitrogen and glycolipids were identified with ninhydrin (Kates, 1986),
Phospray-SUPELCO 33047, dragendorff reagent (Kates, 1986) and a-naphtol-sulfuric acid

(Tindall et al., 2007) stain respectively.

Analyses of respiratory quinones and peptidoglycan of the cell wall content of strain
P19" were carried out by the DSMZ Identification Service according to previously
published protocols (Schumann, 2011). The cell biomass for these analyses was obtained

by cultivation on MB at 37 °C for 48 h.
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RESULTS AND DISCUSSION

From a large collection of 151 bacterial isolates from the CCB that had previously been
identified as Bacillus (Avitia et al., 2014), five strains (representative of all the sites of
isolation) were initially selected to describe the novel species of Bacillus presented in this
study. The almost complete 16S rRNA gene sequences (1,350 bp) of the five strains were
obtained (Gen-Bank accession numbers JN639059, JN639107, JN639159 and JN634520
for strains P19", PMs43e, PESe, A81 and 105M respectively) and shown to have more than
99.8% of sequence similarity among them. In order to meet the standards for the
description of novel taxa suggested by Logan et al (Logan et al., 2009), the strains were
subjected to further phenotypic and genetic characterization. The results of such analyses
showed that the five strains have very different genetic and phenotypic profiles with respect
to the reference strains but also among them (Figures S1 and S2). The strain P19" was
chosen as the type strains for being representative of the sampling site from which most of
the isolates from the large collection were recovered and therefore it was subjected to a

more detailed characterization.

Morphology and phenotypic characterization

Colonies of strain P19" were observed to be pale orange on MA. Cells were observed to be
Gram-positive rods, 1.0 x 1.3-2.0 um wide, occurring as single cells or pairs, with central
endospores present (Figure S3). Cells showed to have flagellum (Figure S4) and proved to

be motile by swimming (Figure S5). Strain P19" was found to grow at 10-45 °C
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temperature, pH 6-10 and with 2.5-10 % (w/v) NaCl, and optimum growth was observed at
30-37 °C, pH 8 and 7.5 % (w/v) NaCl concentration. The detailed physiological and
biochemical characteristics of strain P19" are presented in Table 1 and summarized in the
species description. In spite of sharing many common phenotypic characteristics, a number
of observations differentiated strain P19" from the closely related strains of the genus
Bacillus. For example, strain P19" was positive for acid production from L-Arabinose and
L-Malic Acid as opposed to B.aquimaris, B.marisflavi and B.vientamensis, which proved to

be negative for this feature (Table 1).

Phylogenetic analysis, DNA-DNA relatedness and DNA base composition

The comparison among the 16S rRNA sequences of strain P19" and the closely related type
strains of validly named species on the Ribosomal Data Base Project showed the highest
similarity with B. vietnamensis NRIC 0531" (AB099708) with 98%, 97.8 % with B.
aquimaris TF-12" (AF483625) and 97.5 % with B. marisflavi TE-11" (AF483624). A
neighbor-joining phylogenetic tree (Fig. 1) showed that strain P19" is within a cluster
comprised of B. aquimaris, B. marisflavi, B. vietnamensis, Bacillus coahuilensis and
Bacillus seohaenensis with a realtively low bootsrap value (53 %). A similar tree topology
of the strain P19" with the closely related species was observed in analyses performed by
the ML algorithm (Avitia et al, 2014 and data not shown).The species B. coahuilensis and
B. seohaenensis 16S rRNA sequences showed less than 97% similarity values with strain

P19", thus they were not included in the rest of the analyses.
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The DNA-DNA relatedness was 13 (2) % with B. aquimaris TF-12T, 9 (11) % with
B. marisflavi TF-11T and 9 (9) % with B. vietnamensis NRIC 0531T. All these values are
less than the 70 % threshold recommended to assign the strain to a novel species

(Stackebrandt & Goebel, 1994).

The DNA G+C content of strain P19" is 42.1 (Table 1) which is consistent with the

taxonomic position of the strain within the genus Bacillus (Shida, 1997).

Chemotaxonomic analyses

The cellular fatty acid profile of strain P19 included iso- Cis:0 (36.8 %) and anteiso- Cjs.
(19.95 %) as the major fatty acids (Table 2). This is in agreement with the profiles of the
closely related type strains (Yoon, 2003; Lee et al., 2006) Importantly, strain P19"
contained some fatty acids such as is0-C;7.; ®10c that are not present or are present in small
amounts in the profiles of the closely related species” type strains. Nevertheless, the cellular
fatty acid profile obtained for strain P19" is similar to those of members of the genus

Bacillus (Claus & Berkeley, 1986; Shida, 1997).

Strain P19" shared a similar polar lipids profile with B. aquimaris TF-127, B.
marisflavi TF-11" and B. vietnamensis NRIC 0531" which consisted predominantly of
phosphatidylglycerol (PG), diphosphatidylglycerol (DPG) and phosphatidylethanol-amine
(PE) (Figure S6). However, the presence and patterns of one unknown phosphorous-

containing lipid (UPL) in the case of B. aquimaris and B. vietnamensis or
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phosphatisylserine (PS) in B. vietnamensis or two UPL in the case of B. marisflavi could

differentiate strain P19" from the rest of the type strains.

Strain P19" was found to contain MK-7 as the major isoprenoid quinone which is in
agreement with the core characteristic described for the genus Bacillus (Kampfer et al.,
2006). The peptidoglycan type of P19" was found to be Ala (L-Lys direct) (Schleifer &
Kandler, 1972) with a-carboxyl group of D-Glu partially substituted by Gly (type All.gly

according to the DSMZ catalogue of strains www.peptidoglycan-types.info). The rest of the

closely related Bacillus species contain meso-diaminopimelic acid as the diagnostic amino
acid of the cell wall peptidoglycan (Table 1). Therefore, strain P19 could be distinguished

from closely related species based on cell wall peptidoglycan type.

According to the recommendations of Kdmpfer et al. (2006) for the inclusion of any
species in the genus Bacillus, strain P19" shares almost all of the core characteristics
(presence of major menaquinone as MK-7; dominance of iso and anteiso fatty acids and
profile of polar lipids mainly comprised of phosphatidylglycerol, diphosphatidylglycerol
and phosphatidylethanolamine) that are present in the genus Bacillus. However, strain
P1.9" differs from the type species of closely related Bacillus in some phenotypic and
chemotaxonomic characteristics (Table 1).

On the basis of physiological, phylogenetic, chemotaxonomic and genomic
characteristics, we propose that strain P1.9" should be assigned to the genus Bacillus within

a novel species for which the name Bacillus cuatrocienegasensis sp. nov. is proposed.
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Description of Bacillus cuatrocienegasensis sp. nov (P19")

Bacillus cuatrocienegasensis (cu.a.tro.cie.ne.gas.en’sis. N.L. fem. adj. cuatrocienegasensis
pertaining to the Cuatro Cienegas Basin, the location of the aquatic environment from
which the strain was isolated).

Cells are Gram-stain positive, rod-shaped (1.3-2 um long and 1 pm wide), occurring as
single cells or pairs; with central endospores present (Supplementary Fig. ). Motile by
means of a single flagellum (Supplementary Fig. 2). Colonies are smooth, circular to
slightly irregular, slightly raised and pale orange in color and 1-2 mm in diameter after 72 h
at 37 °C on marine agar. Cells can grow at a temperature range of 10-45 °C (optimum
growth occurs at 30-37 °C). The pH range for growth is 6-10 (optimum at pH 8). Growth
occurs in the presence of 2.5-10 % (w/v) NaCl (optimum at 7.5%). Positive for catalase but
negative for oxidase. Can grow on glycerol, L-arabinose, D-mannose, glucose, L-malic
acid, D-maltose, sucrose, D-trehalose and dulcitol when supplied as the sole source of
carbon and energy but cannot growth only on D-xylose, D-manitol, D-sorbitol, salicin, D-
raffinose, starch fructose or lactose. Positive for acid production from glycerol, L-
arabinose, D-mannose, D-maltose, sucrose, L-malic acid, D-trehalose and dulcitol, but
negative for D-xylose, D-mannitol, D-sorbitol, salicin, D-raffinose, starch, glucose, fructose
and lactose. The major cellular fatty acids are is0-Cjs. (36.8 %), anteiso-Cis.o (19.95 %)
and anteiso-C7 (14.31 %), followed by 150-C;7.9 (6.69 %), 150-Cie.0 (6.35 %), 1s0-C17.1 @10c
(5.15 %5), C16:1 07¢ (3.72 %), Ci6:0(2.27 %), C16:1 @11c (1.66 %), is0-Cia(1.39 %5), C 140, C 150
and is0-Ci3o (<1 % each one).The major polar lipids consist of phosphatidylglycerol,

diphosphatidylglycerol, phosphatidylethanolamine and a positive a-napthol lipid. The
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predominant respiratory quinone is MK-7. The cell-wall peptidoglycan type is Ala (L-Lys

direct). The DNA G+C content of the type strain is 42.1 mol % (as analyzed by using HPLC).
The type strain P19" (=CECT 7983" =LMG 26558"), was isolated from a

desiccation pond near the Rio Mesquites (26°55.133° N, 102° 6.19° W), in CCB, México.
The GenBAnk accession number for the 16S rRNA gene sequence of strain P19 ©

((=CECT 7983" =LMG 26558") is IN639068.

ACKNOWLEDGMENTS

We thank Dr. Santiago Ramirez-Barahona and Dr. Christine Rooks for their constructive
reviews of the manuscript. We especially thank Diana Sahonero for polar lipid
determination. We also thank Javier de la Mora and Yael Gonzilez for assistance with
electron microscopy and motility assays as well as Marco Gudifo for technical support
with phase contrast microscopy and photomicrographs. We also thank Dr. Laura Espinosa
and Dr. Erika Aguirre for technical support during the development of the project. We
thank Rodrigo Gonzalez Chauvet for support during field work. Special thanks to Dr. Janet
L. Siefert for providing useful Bacillus type strains. We thank Dr. Julia Pozas for her advice
in the species name description. This paper constitutes part of the doctoral research of the
first author, who thanks the Doctorado en Ciencias Biomédicas, Universidad Nacional
Autonoma de México (UNAM) and acknowledges the scholarship (no. 210335) provided
by the Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT). The project was supported
by grants 2006-C01-23459-CONACyT-FONSEC SEMARNAT, 57507-SEP-CONACyT

and OL039-WWF-Alianza Carlos Slim to V. S.
75



REFERENCES

Avitia M, Escalante AE, Rebollar E a, Moreno-letelier A, Eguiarte LE, Souza V. 2014.
Population expansions shared among coexisting bacterial lineages are revealed by
genetic evidence. Peer J:1-17.

Bligh E, Dyer W. 1959. A rapid method for total lipid extraction and purification.
Canadian Journal of Biochemistry and Physiology:911-917.

Cerritos R, Vinuesa P, Eguiarte LE, Herrera-Estrella L, Alcaraz-Peraza LD, Arvizu-Gémez
JL, Olmedo G, Ramirez E, Siefert JL, Souza V. 2008. Bacillus coahuilensis sp. nov., a
moderately halophilic species from a desiccation lagoon in the Cuatro Ciénegas Valley
in Coahuila, Mexico. International journal of systematic and evolutionary
microbiology 58:919-23.

Claus DR, Berkeley CW. 1986. The genus Bacillus. In: Bergey s manual of systematic
bacteriology. 1105-1139.

Ezaki T, Hashimoto Y, Yabuuchi E. 1989. Fluorometric Deoxyribonucleic Acid-
Deoxyribonucleic Acid Hybridization in Microdilution Wells as an Alternative to
Membrane Filter Hybridization in which Radioisotopes Are Used To Determine
Genetic Relatedness among Bacterial Strains. :224-229.

Geiger O, Rohrs V, Weissenmayer B, Finan T, Thomas-Oates J. 1999. The regulator gene
phoB mediates phosphate stress-controlled synthesis of the membrane lipid
diacylglyceryl- N, N, N -trimethylhomoserine in Rhizobium ( Sinorhizobium )
meliloti. Molecular microbiology:63—67.

Gordon R. 1981. One hundred and seven years of the genus Bacillus. London: Academic
Press.

Goris J, Suzuki K, De Vos P, Nakase T, Kersters K. 1998. Evaluation of a microplate
DNA-DNA hybridization method compared with the initial renaturation method. Can
J Microbiol:1148—1153.

Kampfer P, Rossell6-Mora R, Falsen E, Busse H-J, Tindall BJ. 2006. Cohnella
thermotolerans gen. nov., sp. nov., and classification of “Paenibacillus
hongkongensis” as Cohnella hongkongensis sp. nov. International journal of
systematic and evolutionary microbiology 56:781-6.

Kates M. 1986. Techinques of lipidology. Isolation, analysis and identification of lipids.
Amsterdam, New York, Oxford: Elsevier.
76



Lane DJ. 1991. 16S/23S rDNA sequencing. Nucleic acid techniques. In: Stackebrandt E,
Goodfellow M eds. Bacterial Systematics. New York, USA: John Wiley & Sons, 115—
175.

Lee J, Lim J, Park D, Jeon CO, Li W, Kim C. 2006. Bacillus seohaeanensis sp . nov ., a
halotolerant bacterium that contains L -lysine in its cell wall. :1893—1898.

Leifson E. 1963. Determination of Carbohydrate Metabolism of. Growth (Lakeland) 85:5—
7.

Lim J-M, Jeon CO, Lee S-M, Lee J-C, Xu L-H, Jiang C-L, Kim C-J. 2006. Bacillus salarius
sp. nov., a halophilic, spore-forming bacterium isolated from a salt lake in China.
International journal of systematic and evolutionary microbiology 56:373—7.

Logan N a, Berge O, Bishop a H, Busse H-J, De Vos P, Fritze D, Heyndrickx M, Kdmpfer
P, Rabinovitch L, Salkinoja-Salonen MS, Seldin L, Ventosa a. 2009. Proposed
minimal standards for describing new taxa of aerobic, endospore-forming bacteria.
International journal of systematic and evolutionary microbiology 59:2114-21.

Mesbah M, Premachandran U, Whitman WB. 1989. Precise Measurement of the G+C
Content of Deoxyribonucleic Acid by High-Performance Liquid Chromatography.
International Journal of Systematic Bacteriology 39:159-167.

Noguchi H, Uchino M, Shida O, Takano K, Nakamura LK, Komagata K. 2004. Bacillus
vietnamensis sp . nov ., a moderately halotolerant , aerobic , endospore-forming
bacterium isolated from Vietnamese fish sauce. :2117-2120.

O’Shea TM, DeLoney-Marino CR, Shibata S, Aizawa SI, Wolfe AJ, Visick KL. 2005.
Magnesium promotes flagellation of Vibrio fischeri. Journal of Bacteriology
187:2058-2065.

Rebollar EA, Avitia M, Eguiarte LE, Gonzalez-Gonzalez A, Mora L, Bonilla-Rosso G,
Souza V. 2012. Water-sediment niche differentiation in ancient marine lineages of

Exiguobacterium endemic to the Cuatro Cienegas Basin. Environmental Microbiology
14:2323-2333.

Schleifer KH, Kandler O. 1972. Peptidoglycan . Types of Bacterial Cell Walls and their
Taxonomic Implications. 36:407—477.

Schumann P. 2011. Peptidoglycan structure. Methods in microbiology 38:101-129.
Shida O. 1997. Bacillus alginolyticus, Bacillus chondroitinus, Bacillus curdlanolyticus,

Bacillus glucanolyticus, Bacillus kobensis,. :289-298.
77



Sims R, Larose J. 1962. The use of iodine vapor as a general dtecting agent in the thin layer
chromatogaphy of lipids. Journal of the American Oil Chemists Society 39:232.

Singh NK, Kaur C, Kumar N, Velmurugan S, Citarasu T, Mayilraj S. 2014. Bacillus
aequororis sp. nov., Isolated From Marine Sediment. Current microbiology.

Slepecky RA, Hemphill HE. 2006. The Genu s Bacillus — Nonmed i cal.

Stackebrandt E, Goebel BM. 1994. Taxonomic Note: A Place for DNA-DNA Reassociation
and 16S rRNA Sequence Analysis in the Present Species Definition in Bacteriology.
International Journal of Systematic Bacteriology 44:846—849.

Tamura K, Stecher G, Peterson D, Filipski A, Kumar S. 2013. MEGA6: Molecular
Evolutionary Genetics Analysis version 6.0. Molecular biology and evolution
30:2725-9.

Teska J, Coyne S, Ezzell J. 1998. Identification of Bacillus anthracis Using Gas
Chromatographic Analysis of Cellular Fatty Acids and a Commercially Available
Database Application. Agilent Technologies:1—6.

Thompson JD, Higgins DG, Gibson TJ. 1994. CLUSTAL W: improving the sensitivity of
progressive multiple sequence alignment through sequence weighting, position-
specific gap penalties and weight matrix choice. Nucleic Acids Research 22:4673—
4680.

Tindall B, Sikorski J, SMibert R, Kreig N. 2007. Phenotypic characterization and the
principles of comparative systematics. In: Reddy C, Beveridge T, Breznak J, Marzluf
G, Schmidt T, Snyder L eds. Methods for general and molecular microbiology.
Whasington, DC: ASM press, 330-393.

Ventosa A, Nieto JJ, Oren A. 1998. Biology of Moderately Halophilic Aerobic Bacteria
Biology of Moderately Halophilic Aerobic Bacteria. 62.

Yoon J-H. 2003. Bacillus marisflavi sp. nov. and Bacillus aquimaris sp. nov., isolated from
sea water of a tidal flat of the Yellow Sea in Korea. International Journal of

Systematic and Evolutionary Microbiology 53:1297-1303.

Zbierzak A, Dormann P, Holzl G. 2011. Analysis of lipid content and quality in arabidopsis
plastids. In: Methods in molecular biology. 411-426.

78



Tables and figures

Table 1. Differentiating phenotypic and chemotaxonomic characteristics of strain P19 and the type strain of
closely related species

cumroj?":"!:r:.f;:sen sis Bacillus aqu;'m aris Bacillus m m;is_ﬂm'i TF- v:'eﬁ:,::if:sfs
P19" TF-12 " NRIC 05317
Gram staining Positive Variable™ Positive (or variable)*® Positive®
Flagellum type Single polar Peritrichous® Single polar® Peritrichous®
Spore position Central Central® Subterminal or central® Central*
Colony colour Pale orange Pale orange-yellow™ Pale yellow™® Orange™
Growth at:
Temperature (°C) range (optimum) 10-45 (30-37) 10-45 (28-37) 15-47 (30-37) 15-45 (28-37)
pH range (optimum) 6-10 (8) 6-11(10) 5-11(9) 5-8 (6)
NaCl range (% w/v) (optimum) 2.5-10(7.5) 0-10 (7.5) 0-10 (5) 0-15 (5)
Oxidase reaction - - - +
Growth on™:
D-Xylose - + - +
D-Mannitol - + + +
D-Sorbitol - + + +
Salicin - + + +
D-Maltose + + - +
Sucrose + + - +
D-Rafinose - + + +
Starch - + + +
Fructose - + + +
D-Trehalose + + - +
Lactose - + + +
Acid production from:
Glycerol + —+ - +
L-Arabinose + - - -
D-Mannose + - + +
D-Mannitol - + + +
D-Maltose + + - +
Sucrose + + - +
D-Rafinose - - - +
Glucose - + - +
Fructose - - - +
L-Malic Acid + - - -
D-Trehalose + + - +
Dulcitol + - - -
G+C content 421 38* 49% 43%*
Major fatty acids i-C5.9 (36.8%) i-Cys.9 (46.9%)* ai-Cys4 (27.7%)* ai-Cysq (48.3%)*
ai-Cy5.4(19.95%) ai-Cys.(22.2%)* 1-C5.9 (22.9%0)* 1-C5.0 (16.2%)*
ai-Cy74(14.31%) Cis1 ®7c a (8.4%)* 1-Cha0(9.1%)* ai-Cy74(13.6%)*
Cell wall type Ala (L-Lys direct) Aly (m-DAP)* Aly (m-DAP)* Aly (m-DAP)*

All strains were positive for catalase reaction. All strains could grow on glycerol, L-arabinose, D-mannose, glucose, L-malic acid and
dulcitol when supplied as the sole source of carbon and energy. All strains were negative for acid production from D-xylose, D-
sorbitol, salicin, starch and lactose. *: When supplied as the sole source of carbon and energy. + Positive; - negative. i: iso; ai: anteiso.
All data are from this study except if mentioned otherwise.

* Data from Yoon et al. (2003) and Noguchi et al. (2004)
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Bacillus seohamensis BT (AY667495)

Bacilhus coaluilensis md-4 7 (EF014452)

_E Bacithus viemanansis NRIC 05317 (AB09708)
96
3 Bacillus aquimanis TF-127 (AF483625)

Baciilus marigfini TF-117 (AF483624)

Bacillus feneg i P19" (ING39068)
Baciitus shackietonii IMG184357 (AT250318)

o Bacillus ginsengiiami Gsoil 1147 (AB245378)
6a Bacillus acidicola 105-27 (AF547208)
‘Bacillus isabeiine CVS-87 (AMS03357)

R Bacillus lichanioraris ATCC 145807 (CR000002)
99
L ‘Bacilhus somonensis NRRLB- 231547 (AF302118)

o CH
80
Bacillus gotthaili WOCASEST (FND95266)

a4
Bagilius firmus IAMI 24647 (D16268)

‘Bacillus colmii DSM 6307 (X7637)

100 Bacilius haimapaius DSM 8723 (X76447)

5 ‘Bacilhus aequororis M-8 (KCSB6697)
100
I— ‘Bacilus horikosii §TIOF (ABO43865)

r Baciilus anthracis IARI-L-24 (JF343185)

100 Bl careus ATCCI4570F (AEO1687T)
89
Bacills furingiensis IAM1207T" (D16281)

Lactobacils casei BL237 (NC010999)

Figure 1. Neighbour-joining phylogenetic tree showing the relationships of strain P19" and closely related type
strains of genus Bacillus inferred from sequences of the 16S rRNA gene. The tree is rooted by using
Lactobacillus casei BL23" (NC010999) as an out-group. The tree was generated using the MEGA 6 software
package (Tamura et al. 2013) based on a comparison of 1,350 nucleotides. Bootstrap values (only >50%),
expressed as percentage of 10, 000 replications, are given at the branching points. The bar represents 0.007
substitutions per nucleotide position. The maximum likelihood method was also applied to the same sequences
and gave approximately the same results, with the same clustering for the novel species. The accession number
of each type strain is shown in parentheses
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Table 2. Cellular fatty acid profiles (%) of strain P19" in comparison with closely related taxa.

Fatty acids Bacillus cuatrocienegasensis  Bacillus aquimaris  Bacillus marisflavi ~ Bacillus vietnamensis
P19" TF-12" TF-11" NRIC 0531"
is0-Ci3. 0.09 04 - -
i50-Cy4.9 1.39 6.5 9.1 3.7
iso-C49 3-OH - - 2 -
Ciao 0.77 0.9 1.7 1.3
i50-Cys.9 36.8 46.9 22.9 16.2
is0-Cys, 3-OH - - 6.1 -
Cisa - 0.7 - -
anteiso-Cjs, 19.95 22.2 27.7 48.3
Ciso 0.63 0.5 1.1 1
Cis0 2-OH - - 5.5 -
is0-C16:0 6.35 4.2 7.7 11.2
Ci6:0 2.27 0.5 1 2.8
is0-C¢.0 3-OH - - 1.5 -
Ci6:1 ®7c alcohol - 8.4 2.5 -
C16;1 o7c 3.72 - - -
Ci6:1 O11c 1.66 1.3 - -
is0-Cy7:0 6.69 0.8 1.2 1.3
is0-Cy7:1 ®10¢ 5.15 1.8 - -
anteiso-Cy7.9 14.31 2.3 7.1 13.6
Ci7.0 2-OH - - 1.2 -
Ciso 0.22 - - -
Summed feature 4* - 2.9 1.8 -

Values are percentages of total fatty acids. — not detected.
Data for strain P19" were obtained in this study. Data for reference strains were obtained from Yoon et al.
(2003) and Noguchi et al. (2004).
* Summed features represent groups of two or three fatty acids that cannot be separated by GC. Summed
feature 4 contains one or more of i1s0-C;7.; [ and/or anteiso-C;7.; B.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Supplementary methods

DNA finger printing by BOX-PCR

Repetitive extragenic palindromic PCR (rep-PCR) genomic fingerprinting of the isolates was carried out with a
Box-AIR primer (5'-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3") according to the protocol of (Héne et al., 1993)
The following PCR conditions were used: 2 min at 95°C, followed by 30 cycles of 93°C for 45 s, 50°C for 1
min, 65°C for 8 min, and a final extension at 65°C for 8 min. PCR products were analyzed on 1.5% (w/v)
agarose gels containing 0.5X TAE-buffer (200 mM trisacetate, 0.5 mM EDTA, pHS8). The electrophoresis was
performed for 5 hours at 180 mV (5V cm-1). A 1-kb Plus DNA size ladder (INVITROGEN) was run at both

sides of the gel. The gels were stained with ethidium bromide.

SDS-PAGE

Overnight cultures (grown in MB medium) were inoculated at 50-fold dilution into the same growth medium
and subsequently cultured for 10 h at 37 °C (OD600nm=0.6). 500-ul samples were harvested by centrifugation
at 14,000 rpm for 2min. The pellets were resuspended in 50 ul 1X DTT. The protein concentration was
determined using the method described previously (Bradford, 1976) and samples were analyzed in sodium

dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) gels (Laemmli, 1970).
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Supplementary figures

LRLELLL A

Figure S1. BOX-PCR genomic fingerprints of strains P19", PMs43e, PESe, A81 and 105M and of type strains
of closely related species of Bacillus. 1) Bacillus aquimaris TF-12"; 2) Bacillus marisflavi TF-11"; 3) Bacillus
vietnamensis NRIC 05317 and 4-8) strains P19", PMs43e, PE8e, A81 and 105M respectively.
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Figure S2. Whole-cell protein electrophoregrams (SDS-PAGE) of strains P19", PMs43e, PE8e, A81 and 105M
and of type strains of closely related species of Bacillus. 1) Bacillus aquimaris TF-12"; 2) Bacillus marisflavi TF-

11", 3) Bacillus vietnamensis NRIC 0531" and 4-8) strains P19", PMs43e, PE8e, A81 and 105M respectively.
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A

Figure S3. Photomicrographs of vegetative cells and endospores of strain P19". Bar, 5 pm.

1 pm

Figure S4. Electron micrograph of strain P19" isolated from an overnight culture stained with 1% PTA as

indicated under Materials and methods. Bar, 1 pym .

85



Figure S5. Swimming assays of strain P19" in 0.3 % soft agar plates. Soft agar plates were made with 0.3%

agar in TBSW medium; see Materials and methods. Cells were incubated at 37 °C for 10 h.
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Figure S6. Polar lipid profile of Bacillus species, 1) P19", 2) B. aquimaris, 3) B. marisflavi 4) B. vietnamensis
.The lipids phosphatidylserine (PS), phosphatidylethanolamine (PE), phosphatidylglycerol (PG)
diphosphatidylglycerol (DPG), unknown phospholipid (UPL or UPL1 and UPL2) are indicated. Arrow heading

top, first dimension. Arrow heading left, second dimension.
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Capitulo 4. Diversidad genética, distribuciéon y recombinacién en las poblaciones de
Bacillus en CCC

A partir de la coleccidon de 160 aislados obtenida en este proyecto, se procedio a la
amplificacion y obtencidn de secuencias parciales de 5 genes housekeeping (citC,
gltX, hsp70, recA y spo0A) para poder llevar a cabo un analisis multilocus y poder
analizar con mayor detalle la diversidad genética y la dinamica poblacional de los
grupos de Bacillus recuperados en el valle. Los detalles de los sitios de muestreo y

el numero de cepas obtenidas en cada sitio se muestran en la figura 7.

La reconstruccién filogenética obtenida con la secuencia completa del gen
16S rRNA reunié a los 160 aislados de la coleccién en un solo filogrupo, como
puede verse en la figura 8a. Sin embargo, la filogenia reconstruida a partir de la
secuencia concatenada de los cinco genes housekeeping dividié al total de los
aislados en cuatro grupos, nombrados como B1, B2, B3 y B4, que pueden verse
en la figura 8b. En dicha figura se presentan los aislados coloreados de acuerdo
con el sitio de origen de la muestra de la cual se obtuvieron. Dentro de los cuatro
filogrupos identificados, los que reunieron a la mayor parte de los aislados son los
identificados como B1 y B2, por lo que el resto de los analisis se hicieron usando

so6lo los 151 aislados incluidos en estos dos filogrupos.
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CHURINCE MEZQUITES LOS HUNDIDOS POZAS AZULES

22 AISLADOS 64 AISLADOS 46 AISLADOS 19 AISLADOS
17 puntos de muestreo 12 POZAS 4 POZAS 8 POZAS

FIGURA 7. Mapa de los sitios de muestreo incluidos en este trabajo. Se muestra la
ubicacion de cada sistema acuatico en el valle de CCC, el nUmero de puntos de muestreo
de cada sitio y el asi el numero de aislados obtenidos de cada ubicacién. El cédigo de
colores presentado en esta figura (azul para Churince, naranja para Mezquites, rojo para
Los Hundidos y morado para Pozas Azules) se utiliza en el resto del capitulo para hacer

referencia al sitio de obtencion de los aislados
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Figura 8. Filogenias de maxima verosimilitud de los grupos de Bacillus de CCC. En a se
muestra la filogenia reconstruida usando la secuencia completa del gen 16S rRNA de los
160 aislados recuperados en este trabajo asi como las secuencias de algunos otros
aislados recuperados en trabajos previos en CCC y de la cepa Exiguobacterium EPVM
como grupo externo. En b se muestra la filogenia reconstruida usando la secuencia

parcial concatenada de cinco genes (citC, gitX, hsp70, recA y spoOA; 2330 nucleétidos en
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total) asi como el numero de aislados que se agrupan en cada filogrupo (B1, B2, B3 y

B4). El codigo de colores se refiere al sitio de origen de los aislados.

Como puede apreciarse en la filogenia obtenida a partir de las secuencias
concatenadas, los filogrupos B1 y B2 estan claramente separados entre ellos y
forman grupos bien definidos. Dicha separacién se confirmé con los valores de Fsr
obtenidos para dichos filogrupos, mostrados en la tabla 1. Los valores de Fsr
obtenidos entre los dos filogrupos fueron muy altos para los cinco genes
housekeeping pero muy bajos cuando se uso la secuencia del gen 16s rRNA. La
anterior confirma, por un lado, que estos filogrupos se encuentran genéticamente
diferenciados y, por el otro, que dicha diferenciacién no puede observarse con el

bajo nivel de resolucién alcanzado con la secuencia del gen 16S rRNA.

Tabla 1. indice de diferenciacion genética (Fsr) entre filogrupos de Bacillus y entre

sistemas acuaticos de CCC.

Filogrupos |[CH-M CH-H CH-PA M-H M-PA H-PA
B1-B2
16s
rRNA 0.00758 - - - - - -
citC 0.95 0.00743 0.242 0.1384 0.3768 0.2819 0.0326
gltx 0.935 0.031 0.235 0.155 0.344 0.257 0.00055
hsp70 |0.962 0.00203 0.224 0.1889 0.359 0.329 0.00808
recA 0.931 0.00132 0.16021  0.12515 0.277 0.2545 0.0229
spoOA [0.924488 0.01726 0.31792  0.1338 0.45855  0.2806 0.0208
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Valores de Fgrpareada (p<0.0001) (Hudson et al., 1992) entre filogrupos (B1 y B2) y entre

sistemas acuaticos (CH, Churince; H, Hundidos; M, Mezquites; PA; Pozas Azules).

Por otra parte, es interesante notar que el grupo B2 esta integrado en su
mayoria por aislados de Mezquites, mientras que el grupo B1 esta integrado por
aislados recuperados de los cuatro sitios de muestreo. Para explorar la posible
influencia del sitio de aislamiento de la muestra sobre la estructura genética de los
filogrupos obtenidos, se calcularon también los valores de Fst entre los cuatro
sistemas acuaticos. Como puede verse en la tabla 1, los valores de Fgsr entre los
sitios de muestreo son bajos, lo cual indica que no existe una estructura

poblacional asociada al sitio de origen de los aislados.

Considerando que estudios previos sobre la distribucién de especies
bacterianas en CCC han mostrado que existen diferencias en la composicion
bacteriana entre sitios, se explord la idea de que al interior de los filogrupos de
Bacillus pudiera existir una estructuracion de la diversidad genética asociada al
sitio de muestreo. Como se muestra en la figura 9, B1 presenta una distribucion
mas amplia ya que se localiza en los cuatro sistemas acuaticos muestreados,
mientras que B2 no esta presente en Los Hundidos. Basandose en la distribucién
de los filogrupos y en los valores de Fsres claro que el sitio de aislamiento no es
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un factor que se relacione con la distribucién de la diversidad genética en las
poblaciones de Bacillus estudiadas. El patrén de dispersion amplia que se observa
en el grupo B1 podria explicarse en cierta medida a la capacidad del género
Bacillus de formar endosporas, lo cual podria contribuir a darle a los linajes de
Bacillus de CCC una mayor capacidad de dispersion que a otros linajes que no

pueden formar dichas estructuras de resistencia.

M B1
B B2

17

CHURINCE MEZQUITES LOS HUNDIDOS POZAS AZULES

Figura 9. Distribucién de los aislados en los cuatro sistemas acuaticos de CCC. Cada

color representa un filogrupo (B1y B2).

Por otra parte, existe evidencia de que si bien el sitio de origen del
muestreo puede no ser importante en la estructura genética, existen otros valores

ambientales en CCC que pueden afectar la distribucion de las poblaciones
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bacterianas en el valle. En un trabajo reciente con poblaciones del género
Exiguobacterium aisladas en CCC, Rebollar y colaboradores (2012) pudieron
detectar la existencia de subgrupos compuestos por organismos asociados
exclusivamente al sedimento o al agua de los diferentes sitios de muestreo dentro
del valle. Tomando en cuenta este antecedente, se explord en las poblaciones de
Bacillus de este estudio la posibilidad de que el ambiente de procedencia de la
muestra (agua o sedimento) pudiera tener una influencia sobre la distribucion de la
diversidad genética entre o al interior de los filogrupos. En la figura 10 se muestra
por la filogenia de los 2 grupos (B1 y B2) sobre la cual se colorea el ambiente de
procedencia de los aislados y también se grafica la distribucion del numero de

aislados provenientes de cada ambiente en cada filogrupo.

95



B Acua
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Figura 10. Filogenia de maxima verosimilitud y distribucién de los filogrupos B1 y B2 en
los ambientes de aislamiento. En a se muestra la la filogenia reconstruida usando la
secuencia parcial concatenada de cinco genes (citC, gltX, hsp70, recA y spoOA; 2330
nucledtidos en total) de los filogrupos B1y B2. En b se muestra la proporcion de aislados
provenientes de agua o sedimento al interior de cada filogrupo. El cédigo de colores se

refiere al ambiente del cual fueron recuperados los aislados (agua o sedimento).

En este caso, tampoco se encontré un patron evidente de asociacion entre
el ambiente de origen de la muestra y los filogrupos de Bacillus de CCC. Este

resultado fue confirmado por los resultados de la prueba UniFrac (Lozupone,
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Hamady & Knight, 2006) en la que no se tuvieron resultados significativos que
permitieran explicar la distribucién de la diversidad genética ni entre filogrupos ni al

interior de ellos asociada al ambiente de aislamiento de las cepas.

Con todos los resultados anteriores queda claro que existen dos filogrupos
bien diferenciados (B1 y B2) al interior de la coleccidén de aislados de Bacillus de
CCC recuperados en este estudio. Por otro lado, la divergencia entre estos
filogrupos no parece estar asociada con el sitio de origen de la muestra (Churince,
Mezquites, Los Hundidos, Pozas Azules) ni con el ambiente particular del cual
fueron recuperados (agua y sedimento). Para tratar de profundizar un poco mas
en los factores que podrian explicar la divergencia de estos dos filogrupos
mayores se procedié a explorar la diversidad genética al interior de cada filogrupo
asi como la posible influencia de la mutacion y la recombinacion en generar los

patrones de diversidad observados.

4.1 Diversidad genética y recombinacion en los filogrupos B1 y B2

Para poder explorar con mas detalle la estructura genética de las poblaciones del
geénero Bacillus se calcularon los indices de diversidad genética al interior de cada
uno de los filogrupos B1 y B2. Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 2,
en la que puede observarse que los valores de diversidad nucleotidica medidos

como 1 y O son bajos. Los valores obtenidos en ambos filogrupos son
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comparables con los valores obtenidos en el trabajo de Cerritos (Cerritos, 2008), lo
cual es notable debido a que los tamafios de muestra de ese trabajo eran mucho
menores y podrian haber resultado en los bajos niveles de diversidad nucleotidica
observada, sin embrago, el hecho de que sean similares a los valores obtenidos
en el presenta trabajo da evidencia de que los niveles de diversidad de los Bacillus
de CCC son, en general bajos, sobre todo si se comparan con los valores
obtenidos para poblaciones de otros géneros dentro de CCC como Pseudomonas
y Exiguobacterium (Escalante, 2008; Rebollar et al., 2012). En particular, los
valores obtenidos para poblaciones de Exiguobacterium son de un orden de
magnitud mayor que los obtenidos para las poblaciones de Bacillus (Rebollar et

al., 2012).

Tabla 2. Diversidad genética de los filogrupos B1 y B2 con seis marcadores

moleculares.

GRUPO B1 (N=105)
Gen S T 0 H Hd
16s rRNA | 7/1330 0.00018 0.00101 12 0.199
citC 23/489 0.0064 0.009 25 0.903
gitx 30/387 0.01503 0.01483 22 0.906
hsp70 26/527 0.00445 0.00944 25 0.829
recA 24/525 0.00427 0.00875 17 0.763
Spo0A 38/390 0.00878 0.01864 33 0.878
| GRUPO B2 (N=46)
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Gen S T 0 H Hd

16s rRNA  [10/1329 0.00042 0.00171 9 0.388
citC 9/489 0.00308 0.00419 12 0.809
gitx 2/387 0.00139 0.00118 3 0.513
hsp70 6/527 0.00141 0.00259 7 0.506
recA 6/531 0.00144 0.00257 7 0.579
Spo0A 5/390 0.00192 0.00292 8 0.581

S es el numero de sitios segregantes/el numero total de nucledtidos, nt es la diversidad
nucleotidica pareada de Nei, 8 es la teta por sitio de Watterson =2Nep, H es el nUmero de

haplotipos y Hd es la diversidad nucleotidica, calculados segun Rozas y Rozas, 1999.

Ademas de la baja diversidad genética, en el trabajo de trabajo de Cerritos
(Cerritos, 2008) con poblaciones de Bacillus de CCC se observd una estructura
poblacional altamente clonal que podria estar relacionada con los bajos niveles de
diversidad. Con el fin de probar si esta estructura poblacional clonal es también la
regla en las poblaciones de Bacillus de este estudio, se analizé con detalle el
papel que la mutacion y la recombinacion podrian tener en generar la diversidad

genética observada en dichas poblaciones.

El estudio de la recombinacion en bacterias se ha basado historicamente en
tres tipos de evidencias: 1) la estructura de mosaico dentro de los genes, que
proporciona la evidencia molecular de eventos de recombinacion intragénica, 2) el
equilibrio de ligamiento entre alelos de diferentes loci, que proporciona evidencia
estadistica de la recombinacion intragénica y 3) la comparacion entre arboles
genealdgicos derivados de genes diferentes, que evidencia historias evolutivas
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diferentes para regiones diferentes del genoma (Maynard Smith & Smith, 1993;
Spratt & Maiden, 1999; Feil & Spratt, 2001). En particular en este trabajo,
considerando que las secuencias utilizadas en este estudio son secuencias
parciales que no cubren la totalidad de los genes analizados, los analisis se
centraron en detectar recombinacion entre genes y no al interior de cada uno de

ellos.

La primera medida de recombinacion obtenida en las poblaciones de este
estudio fue el indice de asociacion. El indice de asociacion (1a) (Maynard Smith et
al., 1993) es una medida que permite detectar el desequilibrio de ligamiento entre
alelos de varios loci. Si la poblacion es completamente clonal, siempre se
presentaran los mismos alelos de varios loci juntos mientras que si es
completamente recombinante (panmictica) se observaran todas las posibles
combinaciones de alelos. El indice de asociacion se obtiene entonces al calcular la
diferencia entre la varianza que se esperaria si todos los alelos estuvieran
distribuidos al aleatoriamente y la varianza observada de esta distribucion. Si no
hay diferencia significativa entre las varianzas (Ia = 0), se puede suponer que la
recombinacién es libre en la muestra (Salas, 2007). Los valores de | diferentes de
cero deben tratarse con cuidado debido a que efectivamente pueden significar que
la recombinacion esta ausente en las poblaciones sin embargo existen otra serie
de razones que pueden provocar que ese observe desequilibrio de ligamiento al

interior de las poblaciones. Procesos como la epistasis (donde la seleccion natural
100



favorece ciertas combinaciones de alelos) y le deriva génica pueden provocar que
en las poblaciones donde la recombinacibn no estd ausente se observe
desequilibrio de ligamiento (Maynard Smith et al., 1993). Por otro lado se puede
observar desequilibrio de ligamiento si la muestra analizada consiste de una
mezcla de varias poblaciones dentro de cada una de las cuales la recombinacion
es comun pero es rara entre poblaciones (Souza et al., 1992). Finalmente, el
desequilibrio de ligamiento puede observarse también en poblaciones con una
estructura epidémica. En este caso existira una asociacién significativa entre loci
pero debido al incremento reciente y explosivo de una clona particular que puede
confundirse con una estructura poblacional efectivamente clonal (Maynard Smith

et al., 1993, figura 11).

A B LK c

FIGURA 11. Representacién de diferentes tipos de estructuras poblacionales en
bacterias. A y B son poblaciones que consisten de aislados separados en dos ramas
principales. La estructura de la poblacion en A es clonal en todos los niveles, de modo tal

que el dendograma representado es un arbol evolutivo: no hay recombinacion ni entre
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aislados de la misma rama ni entre las dos ramas del arbol. En B, la recombinaciéon no
ocurre entre aislados de las dos ramas principales, pero si hay recombinacion frecuente
entre los aislados de cada una de las ramas. En C se representa una estructura
poblacional epidémica en la cual existe recombinacién frecuente entre todos los miembros
de la poblacién, de modo que la estructura poblacional debe representarse como una red
en lugar de un arbol. Sin embrago, ocasionalmente surge un individuo muy exitoso cuya
frecuencia aumenta rapidamente en la poblacién produciendo asi una clona epidémica
(modificada de Maynard-Smith et al., 1993).

Al indice de asociacion se le han hecho variaciones para calcular las
varianzas de las diferencias pareadas sin asumir una distribucion normal,
obteniendo asi una distribucion exacta por medio de simulaciones Monte Carlo
(Haubold et al., 1998; Haubold & Hudson, 2000). LIAN (Haubold & Hudson, 2000)
€es un programa que permite poner a prueba la hipétesis nula del equilibrio de
ligamiento (Vp=Ve). Se calcula el numero de loci en los cuales cada par de
holotipos difiere y a partir de la distribucion de los mismatches se calcula la
varianza (Vp). Esta varianza calculada se compara con la varianza esperada bajo
el equilibrio de ligamiento (Ve) y la hipétesis nula de una poblacion en equlibrio de
ligamiento se pone a prueba con simulaciones de Monte Carlo. Usando este
programa se calculd el indice de asociacion estandarizado (I»°) para las
poblaciones de Bacillus de este estudio y se puso a prueba la hipotesis nula de
que las poblaciones estan en equilibrio de ligamiento. Los analisis se llevaron a
cabo en el total de la muestra asi como para los grupos B1 y B2 de manera

independiente. En ambos casos los analisis se llevaron a cabo con el total de las
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secuencias y también incluyendo solo los secuencio tipos (STs) diferentes. Los
STs se obtuvieron con base en la secuencia concatenada de los cinco genes
housekeeping (citC, gltX, hsp70, recA y spo0OA) y se definieron como secuencias
unicas por medio de un analisis de haplotipos utilizando DNAsp (Rozas et al.,
2003). A partir de este analisis se definieron 142 STs de los 151 aislados del

género Bacillus.

Tabla 3. Analisis de equilibrio de ligamiento a partir de los datos multilocus

usando LIAN (Haubold y Hudson, 2000)

Vo Ve N Pwic
Total secuencias (N=151) 0.5232  |0.3269 0.2001 |<1.00x 10*
Total STs (N=142) 0.4089  |0.3077 0.1096 |<1.00x 10"
Gpo B1 secuencias (N=105) 0.5744  |0.4647 0.0787 |<1.00x 10"
Grupo B1 STs (N=94) 0.5017 |0.4626 0.0282 |9.10x10™"
Grupo B2 secuencias (46) 1.0754 |0.897 0.0663 [1.22x10™"
Grupo B2 STs (N=35) 0.7757  |0.7997 -0.01 0.623

Los valores en negritas muestran los valores significativos P <0.05.

Vp es la varianza observada de la distribucion de mismatches, Ve es la varianza
esperada, I,° es el indice de asociacion estandarizado y Pyc es el valor de la prueba de
significancia que pone a prueba la hipétesis nula de equilibrio de ligamiento (HO: Vp=Ve)

con simulaciones Monte Carlo.
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Como puede verse en la tabla 3 la mayoria de los valores Pyc obtenidos
para los |5° resultaron significativos, por lo que en practicamente todos los grupos
analizados se pudo rechazar la hipdtesis nula de que existe equilibrio de
ligamiento. Este resultado indica que la recombinacion homologa entre alelos, si
es que sucede en estas poblaciones, no ha sido suficiente para alcanzar el
equilibrio de ligamiento entre alelos. Por otro lado, es interesante notar que en el
grupo B2, cuando se analizaron todas las secuencias el resultado fue lo esperado
para una poblacion que no esta en equilibrio de ligamiento, sin embargo, cuando
se analizaron solamente las secuencias diferentes pudo observarse que el valor
de Py resultd no significativo, lo cual puede interpretarse como que en este grupo
podria existir una clona dominante que, al ser eliminada en los STs, permite
reconocer que los niveles de recombinacion al interior de este grupo no son tan

bajos como se pensaria al analizar la muestra completa.

Aunque en indice de asociacion es una medida tradicionalmente utilizada
para detectar desequilibrio de ligamiento en las poblaciones, es importante tener
que cuenta el hecho de que los valores diferentes de cero pueden no deberse
necesariamente a la ausencia recombinacién en las poblaciones sino a otros
factores como epistasis, estructuras poblaciones epidémicas, etc. Para analizar
con mayor profundidad la contribucién relativa de la mutacién y la recombinacién

en la diversidad genética observada en los grupos de Bacillus aqui analizados, se
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llevé a cabo un analisis de recombinacion usando ConalFrame (Didelot & Falush,

2007).

ClonalFrame es un programa que desarrolla un método para inferir
relaciones clonales entre bacterias asi como los eventos de recombinacion que
podrian interrumpir el patron de herencia clonal. Busca reconstruir la genealogia
de una muestra de cepas, asi como los eventos de mutacién y recombinacién de
las ramas de dicha genealogia, basandose en un modelo de coalescencia (figura
12). El programa permite, usando estadistica Bayesiana, inferir la genealogia de
un grupo de bacterias y los parametros que pueden afectarla (mutacion,
recombinacién, localizacién y longitud de los fragmentos recombinantes). Asi
mismo permite calcular las probabilidades relativas de que las sustituciones
nucleotidicas observadas en un conjunto de secuencias sean resultado de
recombinacién o mutacion (r/m). De este modo, da una medida de impacto relativo
de la recombinacion en la generacion de la diversidad genética observada (Didelot
& Falush, 2007). Finalmente, ClonalFrame tiene la ventaja de que el calculo de r/m
que hace permite la comparacion directa de los resultados obtenidos para una
muestra o poblacion particular con los valores de r/m calculados para cualquier

otra especie de bacterias o arqueas (Vos & Didelot, 2009).
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Figura 12. llustracién de modelo del ClonalFrame. Dos bloques (lineas horizontales)
evolucionan por mutaciones puntuales (cruces negras) y por recombinacion (flechas de
colores que inducen las sustituciones marcadas por las flechas de colores). a;, a,, as y a,
corresponden a las secuencias observadas en la muestra analizada mientras que ¢1, ¢2 ¥
c3 corresponden a las secuencias de los nodos internos (tomada de Didelot y Falush,
2007).

Usando ClonalFrame y las secuencias concatenadas de los cinco genes
housekeeping (citC, gltX, hsp70, recA y spo0A) se construyeron las genealogias
de los filogrupos B1 y B2 y se calculo la frecuencia a la cual suceden los eventos

de recombinacion y mutacion (o/0) asi como las probabilidades relativas de que un
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polimorfismo dado pueda ser explicado como producto de un evento de
recombinacién o de mutacién (r/m). Este ultimo calculo es una medida de que tan

importante es la recombinacién en relacidon con la mutacion en generar los

patrones de diversidad genética que se observan en la poblacién analizada.
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Figura 13. Arbol consenso que muestra la relacién entre los 151 aislados de la muestra

de Bacillus de CCC usando cinco genes concatenados (citC, gltX, hsp70, recA y spolA;
2330 nucledtidos en total). EI dendograma se construyé con la combinacion de tres
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corridas independientes de ClonalFrame. En el recuadro se muestran los valores
obtenidos para los calculos de la frecuencia de la recombinacion con respecto a la
mutacion (o/6) asi como de la contribucién relativa de la recombinacion con respecto a la

mutacion en generar la diversidad genética observada en la muestra (r/m).

Como puede verse en la figura 13 la genealogia construida con
ClonalFrame separé a los 151 aislados en los dos filogrupos previamente
identificados (B1 y B2). Por otro lado, los calculos de /m y p/6 (0.103 y 0.05
respectivamente) resultaron en valores muy bajos. Dichos valores pueden ser
interpretados como que la recombinacion es mucho menos frecuente que la
mutacion (aproximadamente 10 veces menor, considerando el valor de p/6 = 0.05)
y que ademas la contribucion relativa de la recombinacion en generar la diversidad
genética observada es muy baja, cuando se considera la muestra completa. Sin
embargo, cuando los analisis se hicieron al interior de cada uno de los filogrupos
(ver figura 14) se pudo observar que tanto los valores de p/6 como de r/m
aumentaron considerablemente. En ambos casos la contribucién relativa de la
recombinacién con respecto a la mutacién pasé de ser practicamente 10 veces
menor en toda la muestra (/m=0.103) a ser aproximadamente dos veces mayor al
interior de cada filogrupo (#/m = 2.4 y 1.7 en B1 y B2 respectivamente). Esta
observacién puede ser interpretada como que al interior de cada uno de los
filogrupos la recombinacién es un poco mas frecuente pero los eventos de
recombinacién practicamente no suceden entre filogrupos. Esta observacion es

consistente con las observaciones hechas con otras especies de Bacillus en los
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cuales la recombinacion puede suceder de manera mas frecuente al interior de las

poblaciones pero no entre ellas (Duncan et al., 1994; Vilas-Boas et al., 2002).

115M.

B churince
r/m = 3.44 Mezquites r/m = 3.72
p/0=2.4 [l Los Hundidos p/O= 17
[l Pozas Azules

Figura 14. Arboles consenso para cada uno de los filogrupos B1 y B2 usando cinco genes
concatenados (citC, gltX, hsp70, recA y spoOA; 2330 nucleétidos en total). Los
dendogramas se construyeron con la combinacion de tres corridas independientes de
ClonalFrame. En los recuadros se muestran los valores obtenidos para los calculos de la
frecuencia de la recombinacion con respecto a la mutacién (o/6) asi como de la
contribucion relativa de la recombinacién con respecto a la mutacion en generar la

diversidad genética observada en la muestra (r/m).
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Los resultados de los analisis de recombinacion en los grupos de Bacillus
de CCC de este estudio muestran que la recombinacion tiene un papel importante
en mantener la cohesién al interior de los filogrupos. Por otro lado, los resultados
obtenidos con los analisis de desequilibrio de ligamiento permiten afirmar que,
aunque la recombinacion sucede al interior de los filogrupos, esta no es tan
frecuente como para romper el ligamiento entre genes, cuando menos en el

filogrupo B1.
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Capitulo 5. ARTICULO 2: “Expansiones poblacionales compartidas entre linajes

bacterianos que coexisten son reveladas por la evidencia genética”

5.1 Resumen

Los estudios de poblaciones comparativos pueden ayudar a descubrir la influencia
de los eventos historicos sobre los patrones actuales de biodiversidad en taxa que
coexisten en cierta area geografica. En particular, los estudios comparativos
derivados de la genética de poblaciones y la teoria de coalescencia han sido
usados para investigar la dinamica poblacional de bacterias patégenas con el fin
de entender los fendmenos epidémicos. En contraste, y a pesar de su relevancia
ecoldgica, existe poco conocimiento sobre los procesos que determinan la
diversidad de poblaciones naturales de bacterias. En este trabajo se analizan los
patrones de diversidad genética de poblaciones de tres géneros de bacterias
(Bacillus, Exiguobacterium y Pseudomonas) que son abundantes y coexisten en
los sistemas acuaticos del valle de Cuatro Ciénegas, México. Se pone a prueba la
hipotesis de que un habitat comun deja una huella sobre la variacion genética de
las poblaciones bacterianas, independientemente de las relaciones filogenéticas.
Usando marcadores multilocus 1) se llevaron a cabo analisis filogenéticos, 2) se
describidé la estructura genética de las poblaciones bacterianas, 3) se calcularon
parametros descriptivos de la diversidad genética, 4) se llevaron a cabo pruebas

de neutralidad y 5) se llevaron a cabo reconstrucciones histéricas basadas en
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coalescencia. Los resultados obtenidos muestran una marca de expansiones
poblacionales sincrénicas en tiempo que son independientes tanto de la afinidad
filogenética como del sitio de muestreo de los aislados. Asi, este estudio
proporciona evidencia que apoya el analisis de linajes bacterianos que coexisten
en ambientes naturales como una herramienta para avanzar en nuestro
entendimiento de la evolucion bacteriana mas alla de los microbios con

importancia médica.
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ABSTRACT

Comparative population studies can help elucidate the influence of historical events
upon current patterns of biodiversity among taxa that coexist in a given geographic
area. In particular, comparative assessments derived from population genetics and
coalescent theory have been used to investigate population dynamics of bacterial
pathogens in order to understand disease epidemics. In contrast, and despite the
ecological relevance of non-host associated and naturally occurring bacteria, there
is little understanding of the processes determining their diversity. Here we analyzed
the patterns of genetic diversity in coexisting populations of three genera of bacteria
(Bacillus, Exiguobacterium, and Pseudomonas) that are abundant in the aquatic
systems of the Cuatro Cienegas Basin, Mexico. We tested the hypothesis that a
common habitat leaves a signature upon the genetic variation present in bacterial
populations, independent of phylogenetic relationships. We used multilocus markers
to assess genetic diversity and (1) performed comparative phylogenetic analyses,
(2) described the genetic structure of bacterial populations, (3) calculated descriptive
parameters of genetic diversity, (4) performed neutrality tests, and (5) conducted
coalescent-based historical reconstructions. Our results show a trend of synchronic
expansions across most populations independent of both lineage and sampling site.
Thus, we provide empirical evidence supporting the analysis of coexisting bacterial
lineages in natural environments to advance our understanding of bacterial evolution
beyond medical or health-related microbes.

Subjects Biodiversity, Evolutionary Studies, Microbiology
Keywords Historical demography, Coalescence, Cuatro cienegas, Bacterial population
genetics, MLST

INTRODUCTION

The present-day distributldB of biodiversity is a consequence of the evolutionary dynamics
of populations and the history of the regions in which they occur (Lomolino, Riddle &
Brown, 2006). Lineage diversification results from interactions between the intrinsic
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biological constraints of organisms and extrinsic environmental factors (Dawson, 2012).
The demographic patterns of coexisting populations have often been analyzed in the
context of the history of a region to better understand how the evolution of resident
lineages has been affected by their environment (Lessa, Cook ¢ Patton, 2003; Carnaval

& Moritz, 2008; Ramirez-Barahona & Eguiarte, 2013; Chan, Schanzenbach & Hickerson,
20145 Hope et al., 2014). The analysis of genetic traits through the application of coalescent
theory has provided evidence of the impacts of past geological and environmental events
on the demographic history of resident species, such as the effect of Quaternary glaciations
upon the distribution of animal species in North America (Lessa, Cook & Patton, 2003;
Hopeetal., 2014).

It is clear that patterns of biodiversity across phylogenetically distinct taxa may be
influenced by shared historical factors (Chan, Schanzenbach & Hickerson, 2014; Hope et
al., 2014). Despite the importance of microorganisms in ecosystems (Allison ¢ Martiny ,
2008; Strickland et al., 2009), the scale of the impact of historical factors remains poorly
understood and little is known about the population dynamics of natural microbial
populations, which has greatly hindered our understanding of the processes determining
diversity. Most studies on microbial population dynamics have analyzed demographic
patterns of bacterial pathogens, undertaken primarily to understand disease epidemics and
population expansion events of human pathogens (Pybus et al., 2001; Wirth et al., 2007,
Tazietal., 2010). Studies of demographic trends in natural bacterial populations have been
scant (Guttman, Morgan & Wang, 2008), due in part to limited sampling of populations
from different lineages at similar temporal and geographic scales.

In this context, the Cuatro Cienegas Basin (CCB) harbors high levels of bacterial
diversity, arguably due to environmental variation (e.g., salinity) across the aquatic systems
within the basin (Cerritos et al., 2011). However, there is no conclusive evidence that
identifies environmental conditions or geographic distance as predictors for the presence
of certain bacterial groups (Escalante et al., 2008; Rebollar et al., 2012). Thus the influence
of shared historical factors in population dynamics could be a plausible explanation for
the observed diversity in CCB. A collection of coexisting bacterial isolates from the aquatic
systems in this area has been built for over a decade (Cerritos et al., 2011; Rebollar et al.,
20125 Rodriguez-Verdugo et al., 2012) and represents a unique opportunity to investigate
the historical population patterns of coexisting bacterial lineages in a natural setting.

In the present work, we tested the hypothesis that a shared history in the CCB region
has left common genetic signatures across phylogenetically diverse microbial populations.
Using population genetics and coalescent-based approaches, we assessed the population
history of lineages from two closely related genera of Firmicutes, Bacillus and Exiguobac-
terium, as well as lineages of Gammaproteobacteria from the genus Pseudomonas. The
selected lineages are all common in the natural setting of the CCB aquatic system, and
we anticipated that the genetic variation present among coexisting lineages would reveal
a signature of common hidtbfical dynamics independent of phylogenetic relationships.
Multilocus sequence typing (MLST) markers were used to (1) perform comparative
phylogenetic analyses, (2) describe the genetic structure of bacterial populations,
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(3) calculate descriptive parameters of genetic diversity, (4) perform neutrality tests, and
(5) conduct historical demography reconstructions.

Consistent with our hypothesis, we identified a common trend of expansion in the
studied populations over a similar time frame that occurred independently of phylogenetic
relationships. These results provide empirical evidence that analyzing coexisting bacterial
lineages in natural environments can advance our understanding of bacterial evolution,
beyond medical or health-related species.

MATERIALS & METHODS

Study sites and sampling

Surface water and sediment samples were collected between 2003 and 2009 (Rodriguez-
Verdugo et al., 2012; Rebollar et al., 2012) from four aquatic systems within the CCB:
Churince (C), Los Hundidos (H), Mesquites (M), and Pozas Azules (Pa). Pseudomonas
isolates were collected only from C. All isolates were obtained using previously described
methods (Rebollar et al., 2012). All samples were collected under the “Vida Silvestre”
permit 0531 FAUT-0230 granted by the Mexican government agency: “Comisién Nacional
de Areas Protegidas” (CONANP).

Water and sediment samples were diluted at 1:10; 1:100; 1:1,000; and 1:10,000 using
saline solution (1% NaCl). Subsequently, 200 ul of each dilution was plated using either
marine agar (Difco 2216) for Firmicutes or GSP agar (Kielwein, 1971) for Pseudomonas.
Firmicutes isolates were incubated for 24 h at 37 °C; Bacillus and Exiguobacterium colonies
were pale or bright orange, respectively. All orange colonies were purified by single-colony
isolation. Pseudomonas isolates were incubated for 48 h at 30 °C. Pseudomonas colonies
were selected based on a change in the color of the GSP media to purple. All isolates were
stored at —80 °Cin 20% (w/v) glycerol.

Molecular markers and sequencing

DNA was extracted from all isolates using a DNAeasy Tissue Kit (Qiagen, Valencia, CA,
USA), following the manufacturer’s instructions. The 165 rRNA gene was amplified and
sequenced using 27F and 1492R primers, according to the conditions described by Laine
(1991). PCR products were sequenced and used to identify isolates. Once a strain was
identified as Bacillus, Exiguobacterium or Pseudomonas, we amplified and sequenced a
set of housekeeping genes commonly used for MLST (Cerritos et al., 2011; Yamarmoto et
al., 2000; Sarkar & Guttman, 2004; Rodrigues et al., 2006). Genus-specific PCR primers
(Table 51) were used. All PCR products were sequenced at the University of Washing-
ton’s High Throughput Genomics Center. Sequences were deposited in the GenBank
database with the following accession numbers: Bacillus citC (KC900996-KC901178);
Bacillus gltx (]Q241465-]Q241624); Bacillus hsp70 (KC901179-KC901361); Bacillus recA
(1Q247793-]Q247952); Bacillus spo0A (KC901362-KC901540); Exiguobacterium citC
(JF916988—]F917080, JF934090-JF952109); Exiguobacterium hsp70 (JF952111-]F952292);
Exiguobacterium recA (JF952293—]F952475); Exiguobacterium rpoB (JF952476—|F952658);
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Pseudomonas acnB (KC953704—KC953753); Pseudomonas gyrB (KC920532-KC920576);
Pseudomonas recA (KC961435-KC961462); Pseudomonas rpoD (KC920481-KC920531).

Phylogenetic reconstructions

The complete sequences of the 165 rRNA gene and partial sequences of the MLST genes
were edited and aligned using BioEdit (Hall, 1999). Representative 165 rRNA sequences
for the three genera were obtained from GenBank and were included in the alignments as
references (see Figs. 5S1A-51C for accession numbers).

We calculated the Pairwise Homoplasy Index ($yy) using the “PHI test recombination”
function implemented in SplitsTree4 (Huson ¢ Bryant, 2006) to verify clonality for all
lineages as has been reported for Bacillus, Exiguobacterium and Pseudomonas (Roberts
& Cohan, 1995; Spiers, Buckling ¢ Rainey, 2000; Rebollar et al., 2012). Since all lineages
are clonal (Table 52), we were able to use concatenated data sets for phylogenetic
reconstruction and population genetics analyses.

For all genera, maximum likelihood (ML) phylogenies were constructed using (i) 16S
rRNA sequences and (ii) concatenated alignments of MLST sequences. The program
jModelTest v.2.1.3 was used to determine the best nucleotide substitution model for each
alignment (Posada, 2008; Darriba et al., 2012), For the 165 rRNA gene, TPM2uf+14-G,
TIM1+14+G and GTR+I+G were the substitution models selected for Bacillus,
Exiguobacterium and Pseudomonas, respectively. GTR+14-G, TIM2+14G and GTR+14+-G
were the models selected for the Bacillus, Exiguobacterium, and Pseudomonas concatenated
MLST loci alignments, respectively. Phylogenetic relationships were reconstructed using
PhyML v.3.0 (Guindon & Gascuel, 2003), with the corresponding DNA substitution
models, tree improvement was carried out by Subtree Pruning and Regrafting, and branch
support was evaluated by 1,000 bootstrap pseudo-replicates.

Population structure

We defined populations as the minimal study unit in our collection. Populations have to
be defined considering both geographic and genetic criteria. Given that it is possible to
find populations (genetic pools) that are not site-restricted we investigated population
structure by genetic differentiation, which is defined as changes in the frequency
distribution of haplotype variants among subpopulations (Hart! & Clark, 1997). We
estimated pairwise Fsr values among sampling sites within lineages. With this approach
we defined a single population as all isolates from a lineage that exhibited no significant
genetic differentiation as measured by pairwise Fsr estimates. Pairwise Fs7 estimates
were obtained for each monophyletic lineage across all sampling sites using Arlequin 3.5
(Excoffier & Lischer, 2010), with 1,000 iterations. For the Pseudomonas isolates, Fs7 analysis
was not performed since all isolates were from the same sampling site.

The Fgr approach implicitly incorporates geographic location and genetic criteria in
the investigation of population structure. However, it is possible that genetic structure
exists for each lineage wheMéoking at individual genetic variants within each population.
Thus, we investigated potential substructure within the groups defined by Fst by taking
a Bayesian approach implemented in BAPS 6 (Tarng ef al., 2009). The Bayesian analysis of
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population structure was performed using the option for linked loci, specifically developed
for MLST data (Tang et al., 2009). A maximum number of clusters (K) was set to ten, or
equal to the number of individuals if these were fewer than ten. Each analysis was replicated
ten times.

Once populations were defined, standard measures of nucleotide diversity () and the
mutation parameter Watterson’s & were estimated, together with neutrality tests (Tajima’s
D, Fu and Li’s F* and D* and Fu’s Fs) using DNAsp v4.1 (Rozas et al., 2003). Details of these
calculations can be found in the Supplemental Information.

Historical population dynamics

We performed an Extended Bayesian Skyline Plot (EBSP) analysis as implemented in Beast
v.1.7.5 (Drummond & Rambaut, 2007; Heled ¢ Drummond, 2008). The EBSP infers past
population dynamics from a sample of contemporary sequences, taking into account the
genealogical stochasticity of the coalescent (Ho & Shapiro, 2011; Drummond et al., 2005).
Additionally, this method does not depend on a specific a priori demographic model, but
infers the number of population size changes directly from the data. As aresult, it provides
a measure of statistical credibility of the inferred number of population size changes
compared to the alternative of constant population size (Heled & Drummiond, 2008).

For the EBSP analysis, we used all MLST genes, a strict molecular clock, and the
same nucleotide substitution models used for phylogenetic reconstruction to estimate
changes in population size for each genetically homogeneous population. The substitution
rate used for the two Firmicutes genera (Bacillus and Exiguobacterium) was 7 x 107
substitutions/per site/generation, obtained from a dated phylogenetic tree (Maughan,
2007). The substitution rate used for Pseudomonas was 2.8 x 10~° substitutions/per
site/generation, based on an experimental evolution study of P. fluorescens (Barrett,
MacLean ¢ Bell, 2006). All time estimates obtained were expressed in number of
generations. Changes in population size were expressed as a function of the product of
N, and the generation time (N, * t). All analyses were run for 50-100 million generations,
until adequate mixing was achieved. Ten percent of burn-in was removed and the sampling
was done every 1,000 chains. The rest of the parameters were set according to the guidelines
of Heled & Drummond (2008 ). Results were analyzed with Tracer v.1.5 and LogCombiner
v.1.7.5 (Drummond ¢ Rambaut, 2007).

RESULTS

To investigate the influence of a common habitat in the genetic variation of bacterial
populations, we analyzed MLST data from a collection of isolates across three bacterial
genera (Bacillus, Exiguobacterium and Pseudomonas) sampled from water bodies in the
geographic region of CCB, Mexico.

The phylogenetic history of CCB lineages
Phylogenetic reconstructidn¢ based on MLST and 165 rRNA sequences were used to
assign isolates to monophyletic lineages (Figs. 1 and 51 respectively). MLST phylogenies
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Figure 1 MLST phylogenetic reconstructions of isolates collected in the Cuatro Cienegas Basin (CCB),
Mexico. Phylogenies were constructed using the maximum likelihood approach and are based on con-
catenated sequences of at least four MLST loci. (A) Bacillus lineages with B. marisflavi as outgroup, and
citC, gtX, hsp70, recA and spo0A loci, (B) Exiguobacterium lineages with E. auranticuri as outgroup, and
citC, hsp70, recA and rpoBloci, and (C) Pseudomonas lineages with Escherichia colias outgroup, and acnB,
7B, recA and rpoD loci. The scale of the bar represents the number of substitutions per site.

identified at least two lineages within each genus. We named the lineages according to
genus: “B” for Bacillus, “E” for Exiguobacterium, and “P” for Pseudomonas.

Among Bacillus isolates, we identified two clusters, Bl and B2 (Fig. 1 A); their closest
relatives were B. aquimaris, B. vietnamensis, B. marisflavi, and B. coahuilensis (Fig. S1A).
Exiguobacterium isolates clustered into three well-defined groups: E1, E2, and E3
(Fig. 1B). For clusters E1 and E2, the most closely related species was E. aurantiacum,
and E. profundum was the closest relative of cluster E3. Pseudomonas isolates were divided
into three groups: P1, P2, and P3 (Fig. 1C). P1 included the majority of isolates and,
according to 16S rRNA sequences, was closely related to P. oryzihabitans. P2 isolates were
closely related to P. otitidis and P. aeruginosa, while P3 had recently been described as a new
species, P. cuatrocienegasensis ( Escalante et al., 2009) (Fig. S1C).

Population structure

Populations defined by pairwise Fsr values corresponded with sampling-site pairs with
non-significant Fgr values (Table 53). We named the resulting populations indicating
lineage and sampling site as: B1_C, B1_HPa, B1_M, B2_C, B2_MPa, E1_CHPa, E1_M,
E2_CH, E2_M, E3_CM, P1_C, P2_C, and P3_C. Further exploration of structure within
lineages was performed BAPS and showed clusters that are shared among sites
within lineages. In all cases, differences in frequency distribution of haplotypes (clusters)
correspond with the population structure that we identified through pairwise Fsr (Fig. 2).
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Figure 2 Bayesian Analysis of Population Structure (BAPS) of isolates collected in the Cuatro Ciene-
gas Basin (CCB), Mexico. The analysis was conducted for each studied lineage within each genus ( Bacillus
= B1, B2; Exiguobacterium = E1, E2, E3; Pseudomonas = P1, P2, P3) using the option for linked loci. The
maximum number of clusters (K) was set to 10, or equal to the number of individuals if these were fewer
than 10. Each analysis was replicated 10 times. The columns represent a single multilocus genotype and
are identified with distinctive colors corresponding to different genetic clusters. Different populations are

graphically denoted with a dark and wide line between populations with significant Fsr values, which
are also shown.

Therefore, we delimited populations based on Fsr estimates since it incorporates both the
geographic and genetic components in the definition of populations.

Population history: population genetics and coalescent

approaches

Results of the genetic diversity analyses and neutrality tests (including Fu’s F; Fii, 1997) are
presented in Table 54. NeLﬁ%lity tests suggested expansion events but were inconclusive.
In our data set, most values tor Tajima’s D and Fu & Li’s tests were negative, although
non-significant, which is suggestive of expansion events of populations. However, Fu’s F;,
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a test that was explicitly designed to evaluate population expansions, was not significant
in most cases. Overall, these classic population genetics estimates did not allow for strong
conclusions about historical population events.

To further explore the influence of historical processes in shaping the diversity of these
bacterial populations, we used a coalescent approach. Extended Bayesian Skyline Plot
(EBSP) analyses of populations (genetic pools) showed signals of expansion in 9 of the
13 populations, of which 4 have statistical support for at least one change in population
size (Fig. 3; for statistical support values of the population size changes see Table 54).
Within Bacillus, an expansion (although not statistically supported) was detected in
one population (B1_HPa) that included most B1 isolates. Plots for the other two Bl
populations (B1_M and B1_C) showed constant population size across generations
(Fig. 3). The B2 plots showed statistical support for change in population size in at
least one population (B2_MPa) and constant population size in another (B2_C). Within
Exiguobacterium, there was evidence of expansion in one of two El populations (E1_M),
in one of the two E2 populations (E2_CH) and a trend of expansion (not statistically
supported) in the only E3 population (E3_CM). Finally, the plots for all Pseudomonas
populations displayed signals of expansion, although only P2_C was statistically supported.
Overall, a trend of expansion was observed for the studied populations independent
of phylogenetic relationships or sampling sites. Moreover, the skyline plots revealed a
common time frame for the start of expansions (20,000 to 30,000 generations ago, Fig. 3),
regardless of lineage- or locus-specific parameters.

DISCUSSION

Diversity patterns in nature are a consequence of the evolutionary dynamics of populations
and the history of the regions in which populations occur (Lomolino, Riddle & Brown,
2006). A powerful approach to unveil the influence of historical factors is to analyze current
genetic variation to reconstruct the demographic history of populations (Lessa, Cook ¢
Patton, 2003; Hope et al., 2014). In microorganisms, genetic studies looking at historical
demography have mainly focused on host-associated bacteria to gain insight in disease
epidemics (Mhedbi-Hajri et al., 2013; Wirth et al., 2006; Comas et al., 2013; Holt et al.,
2013). However, little is known about population dynamics of non-host associated and
naturally occurring bacteria.

When analyzing bacterial populations caution should be taken in the delimitation of
populations, which has to consider key aspects such as the degree of genetic and ecological
diversity. It is also important to consider the molecular resolution at which populations are
defined (Kopac ¢ Cohan, 2011). The more variable loci studied, the more populations
may be identified. In our case, few and highly conserved loci may result in a coarse
population delimitation. Nonetheless, to include both genetic and ecological aspects in
the delimitation of populations, we defined individual populations for each lineage by
analyzing genetic structurq ggross sampling sites. The analysis showed that populations
defined by the Fsr statistic include different sampling sites with contrasting environmental
conditions (Rebollar et al., 2012), which is in accordance with previous work where no
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Figure 3 Bayesian skyline plots for lineages collected in the Cuatro Cienegas Basin (CCB), Mex-
ico. Showing the effective population size through time (black line). The shaded area represents 95%
credibility intervals. Labels denote the lineage and sampling sites of each population. B, E, and P stand
for Bacillus, Exiguobacterium, and Pseudomonuas, respectively. C, H, M, and Pa stand for the sampling sites
Churince, Los Hundidos, Mesquites, and Pozas Azules, respectively. Shaded plots represent populations

with constant population 5“?2‘?5“51{5 indicate populations with statistically supported demographic
changes (Table 55).
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evidence of geographic or environmental barriers to dispersal exists (Escalante et al.,
2008; Rebollar et al., 2012). We explored the existence of subpopulations within the
Fsr-defined populations following a Bayesian approach implemented in BAPS (Tang

et al., 2009), and we found more clusters that subdivided even further the populations
defined with Fsr estimates. However, genetic diversity within the identified populations
(r = 0.00032-0.04698 and Watterson’s & = 0.00073-0.047; Table 54) is in the range of
values reported for natural bacterial populations (Roberts & Cohan, 1995; Vos & Velicer,
2006), meaning that the observed diversity is within the range of normal polymorphism in
bacterial populations. Overall, Fsr, BAPS, and diversity estimates support our population
delimitation and indicate that we are not including unusually divergent individuals into
the studied populations which might confound the population genetics and expansion
estimations. Given that classic population genetics estimates did not allow for strong
conclusions about historical population events, we used a coalescent approach to further
explore the influence of historical processes. From this approach, we found evidence
showing that common historical events were population expansions that occurred in 9
out of 13 populations (Fig. 3). Even more, it is noteworthy that at least one population
of each genus presented evidence of expansion that was statistically supported. In clonal
and free-living populations of bacteria, evolutionary models predict that populations
experience strong fluctuations, either by selective sweeps or by metapopulation dynamics
(Fraser et al., 2009; Kopac & Cohan, 2011; Shapiro & Polz, 2014). The results obtained

in this study can be explained by these models since the analyzed lineages come from a
natural setting and present no evidence of recombination (Table S2; Roberts ¢» Cohan,
1995; Spiers, Buckling & Rainey, 2000; Rebollar et al., 2012). Without recombination, clonal
clusters emerge by random mutation, but can quickly drift to extinction unless they have
a major selective advantage, in which case their presence could suggest the emergence

of new ecologically distinct populations (Shapiro ¢ Polz, 2014) or ecotypes (Kopac ¢
Cohan, 2011). Nonetheless, given that we do not have conclusive evidence that identifies
environmental conditions or geographic distance as predictors for the presence of certain
bacterial groups or populations (Escalante et al., 2008; Rebollar et al., 2012), the influence
of shared historical factors in population dynamics could be a plausible explanation for the
observed population expansion events in CCB. Given that we used just a few loci to delimit
the studied populations, it should be noted here that we cannot rule out the possibility that
the observed expansions may be a reflection of the emergence of closely related populations
(undetectable to our molecular markers), and not population expansions in size. This
ambiguity could be resolved if more variable loci, even complete genomes, are analyzed.
Despite the alternative interpretations of the results, we consider notable the fact that we
identified the same type of events (either diversification or population expansions) in most
populations in the same time frame.

Population expansions in our data were identified to occur during the same time
frame (20,000 generatidiéZago). Our estimation of time to the most recent population
change is calculated in number of generations. Although generation times may vary
considerably among bacterial lineages (Mason, 1934; Errington, Powell & Thompson,
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1965), laboratory observations of growth rates of the lineages included in this study do not
suggest major differences in generation times between them, which supports the synchrony
argument, In this study, we used previously reported estimates for Firmicutes (Bacillus
and Exiguobacterium) and Pseudomonas to parameterize the coalescent simulations. We
used the same substitution rate for Bacillus and Exiguobacterium since little information
is available for Exiguobacterium and also because Maughan (2007) did not detect a
considerable rate of heterogeneity between sporulating and non-sporulating Firmicutes.
In this respect, it should be acknowledged that values of substitution rates are critical for
the estimation of the temporal scale for the demographic events that result from ESPB
analyses (Ho et al, 2011) and ideally should be directly estimated for the studied sample.
We are aware that this could impact the temporal scales of our skyline plots, and be of
particular relevance when comparing lineages with different substitution rates, but we do
not have any reason to doubt the substitution rates reported in the literature. Further work
should try to directly estimate substitution rates for the studied lineages to minimize the
possibility of different time scales for the expansion events.

Despite the fact that expansions are expected in bacterial populations, the time of
such expansions may differ among lineages because they depend on specific traits such
as mutation rate, life history, and population structure (Avise, 2000; Avise, 2009; Kuo &
Ochman, 2009; Maughan, 2007; Woolfit & Bromham, 2003). The synchrony of expansions
in coexisting populations of different lineages are not expected to be observed unless
shared environmental and historical factors have a major influence on population
dynamics obscuring evidence of lineage specific adaptation, as has been observed in
different organisms including “human associated” pathogens (Ornelas et al., 2013; Comas
et al., 2013; Falush et al., 2003). The synchrony of population expansions supports the
argument that current genetic variation may be the result of a major regional event over all
populations.

Currently, we do not have the necessary information or samples from the appropriate
temporal and spatial scales to determine the environmental changes associated with the
historical events that influenced population dynamics of the studied lineages. However,
we can propose an approximate timespan in which these demographic events occurred
and hypothesize on the environmental causes behind our observations. Most estimates of
generation times for bacteria have been determined in laboratory conditions, which may
be considerably shorter than generation times in the wild (for Escherichia coli see Pierucci,
19725 Ochman, Elwyn & Moran, 1999). Thus, we estimated the approximate absolute time
of population expansions based on generation times for aquatic bacteria estimated in
conditions that are similar to their natural habitat conditions (approximately between 75
and 300 generations per year; Jannasch, 1969; Hendricks , 1972). We selected a generation
time at the lower limit (75 gen/yr), because it is possible that the bacteria in our study may
grow slowly, given the extreme limitation of nutrients, in particular phosphorous, found
in the CCB aquatic systeml@buza et al., 2006; Souza et al., 2012; Souza et al., 2008). Thus,
if the synchronic event occurred 200-300 years ago for most populations, it is tempting
to suggest that the population expansions we observed reflect changes resulting from the
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recent human activity in the CCB area. In particular, an increase in anthropogenic activity
during the late eighteenth and nineteenth centuries has been reported, primarily centered
around agriculture and ranching (Alessio-Robles, 1946) which coincides with the time
frame of expansions found here.

CONCLUSIONS

This study investigates historical population events of coexisting but phylogenetically
distant bacterial lineages. To our knowledge, this is the first report of a synchronous
signature of population expansion that occurred independently of phylogenetic rela-
tionships, which is in accordance with our initial hypothesis. Our findings provide strong
evidence for the potential of comparative population genetics to address questions about
the influence of shared historical factors in the population evolutionary processes of
naturally occurring non-host associated bacteria. This information may be important for
natural resource management in the context of the ecosystem services that microorganisms
provide.
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SUPPLEMENTARY INFORMATION

Materials and Methods

Genetic diversity and neutrality tests

Once populations were defined, genetic diversity analyses for populations within each
lincage and gene were performed using DNAsp v4.1 (Rozas et al.,, 2003). Standard
measures of nucleotide diversity (m) and the mutation parameter Waterson’s 0 were
estimated, together with neutrality tests (Tajima’s D, Fu and Li’s F* and D*, as well as Fg).
Briefly, both m and Waterson’s 6 are measures of intraspecific genetic variation. The former
is based on pairwise comparisons of nucleotide diversity and can be viewed as the average
level of polymorphism, offering a description of the current condition of the population. By
contrast, Waterson’s 0 is based on the number of segregating sites present and incorporates
the effective population size (N.) and thus it can be used to gain insight into historical
demography (Hedrick, 2011). Tajima’s D (Tajima, 1989) evaluates discrepancies between
n and Waterson’s 0. Under the Wright-Fisher neutral model (or mutation-drift model), =
and Waterson’s 0 are expected to be equal; deviations from neutrality can give information
about population history, serving as a first approach to demographic events. Tests
developed by Fu & Li (1993) analyze whether the frequency of singleton variants
(restricted to the external or terminal branches (Hartl & Clark, 1997) are consistent with the
mutation-drift expectation (Fu & Li 1993) and are considered a more direct method of

analyzing background selection. In addition, Fu’s Fg (Fu, 1997) is sensitive to population
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growth and has been used as supporting evidence for demographic processes (Lessa, Cook
& Patton, 2003). Significance for all neutrality tests was assessed using 10,000 coalescent

simulations based on the observed number of segregating sites (Rozas et al., 2003).

Figures and tables

Figure S1. 16S rRNA phylogenetic reconstructions of lineages studied. Phylogenies
were constructed using the maximum likelihood approach and the complete sequence of the
16S rRNA gene. (a) Bacillus lineages with Geobacillus jurassicus as outgroup, (b)
Exiguobacterium lineages with E. auranticum as outgroup, and (¢) Pseudomonas lineages
with Escherichia coli as outgroup. Bold font denotes representative sequences of the

lineages studied. The scale of the bar represents number of substitutions per site.

Table S1. PCR Primers used to amplify MLST loci in the three lineages studied.

Table S2. Pairwise Homoplasy Index (@) P values. Values were obtained for all the
housekeeping loci analyzed for each studied lineage using “PHI test recombination”
function implemented in Splits Tree4 (Huson & Bryant, 2006). Bold fonts denote

significant P values, which account for recombination. NC denotes non-computable
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estimations due to small number of informative sites. E1, E2 and E3 values were previously

published in Rebollar et al. (2012).

Table S3. Pairwise Fr estimates. Values are shown for Exiguobacterium and Bacillus

lineages. Bold font denotes significant Fsy values (P < 0.05).

Table S4. Summary statistics for genetic diversity and neutrality parameters for each
population at each locus. [J is Nei’s pairwise nucleotide diversity value and [J is
Watterson’s theta per site = 2Ne[]; neutrality was tested using Tajima’s D, Fu & Li’s D*
and F*, and Fu’s Fs. Bold fonts denote significant values (P < 0.05) for neutrality tests

(Rozas et al., 2003). N = number of sequences used in each analysis.

Table SS. Credibility intervals (95%) for estimates of number of population size changes.

Values different from 0 (statistically supported expansions) are shown in bold.
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Figure S1
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Table S1. PCR Primers used to amplify MLST loci in the three lineages studied.

CAGATCGAAMRNCARTTCGG

134

Genus Locus Primers T,(°C) Sequence (5-3") PCR Reference
product
size
(bp)
Exiguobacterium  citC citC-F 49 GGDGAYGGMACWGGWCCWG 1,165 Rodrigues, 2006
AYATTTGG
citC-R AATTCWGAACATTTMACTTCT Rodrigues, 2006
GT
hsp70 hsp70-F 47 GGTATTGAYTTAGGAACAACA 1455 Rodrigues, 2006
AACT
hsp70-R CTTCTGCWTCTTTKACCAT Rodrigues, 2006
recA recA-F 47 GARAARCAATTYGGBAAAGGT 869 Rodrigues, 2006
TC
recA-R TGTTTYGMATTTTCACGKCCTT Rodrigues, 2006
G
rpoB rpoB-F 53 CGAACATGCAACGTCAGGC 1078 Rodrigues, 2006
rpoB-R ACATCYTCYTCACGNGCACC Rodrigues, 2006
Pseudomonas acnB acn-Fp 60 ACATCCCGCTGCACGCYCTGG 700 Sarkar and Guttman 2004
CC
acn-Rp GTGGTGTCCTGGGAACCGACG Sarkar and Guttman 2004
GTG
B gyrB_F 60 ACCAYGSNGGNGGNAARTTYR 1000 Modified from Yamamoto et
A al. 2000
gyrB R AGTGCNGGRTCYTTYTCYTGR Modified from Yamamoto et
CA al. 2000
recA recA-F 60 900 This study”




recA-R YTTRCCCTGDCCGATCTT This study®
rpoD 70F 63 TGTAYATGMGNGARATGGGN 850 Modified from Yamamoto et
ACNGT al. 2000
70R GTTNGCYTCNACCATYTCYTT Modified from Yamamoto et
YTT al. 2000
Bacillus citC citC-F 52-54.5 GGDGAYGGMACWGGWCCWG 1,165 Rodrigues, 2006
AYATTTGG
citC-R AATTCWGAACATTTMACTTCT Rodrigues, 2006
GT
gltX gltx-F 52 CGYGGBGADGAYCAYATYT 488 This study”
gltX-R CRATTTCMGCDCCRWARCT This study”
hsp70 hsp70-F 52.5-54.5 GGTATTGAYTTAGGAACAACA 1455 Rodrigues, 2006
AACT
hsp70-R CTTCTGCWTCTTTKACCAT Rodrigues, 2006
recA recA-F 51 GATCGTCARGCAGSCYTWGAT 574 This study”
recA-R TTWCCRACCATAACSCCRAC This study”
spo0A spo0A-F1 ~ 49-52 GATGAYAATCGCGAGYTKGTH 505 This study”
spo0A-F2 TWDTDGATGAYAATCGNGAR 511 This study”
Y
spo0A-R KARATAACCYTTATTRTGGGC This study”

* Primers specifically designed for this study from sequences obtained from GenBank.
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Table S2. Pairwise Homoplasy Index (@) P values obtained for all the housekeeping loci analyzed
for each studied lineage using “PHI test recombination” function implemented in Splits Tree4
(Huson & Bryant, 2006). Bold fonts denote significant P values, which account for recombination.
NC denotes non-computable estimations due to small number of informative sites. E1, E2 and E3
values were previously published in Rebollar et al. (2012).

Bacillus

gltx NC
hsp70 1
recA 1
spoOA 1
citC 0.317
hsp70 0.927
§ recA 1
S
S rpoB 1
Q
o
K} citC 0.001
)
hsp70 0.184
recA 0.028
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Pseudomonas

rpoB 0.828
citC 0.346
hsp70 0.29
recA 0.404
rpoB 0.108
acnB 0.9157
gyrB 0.039
recA 0.769
rpoD 1
acnB 0.123
gyrB 0.891
recA 0.064
rpoD 0.189
acnB 1
gyrB NC
recA NC
rpoD NC
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Table S3. Pairwise Fsrestimates for Exiguobacterium and Bacillus lineages. Bold font denotes
significant Fsr values (P < 0.05).

Bacillus B1

Churince  Los Hundidos Mesquites Pozas Azules
Churince 0
Los Hundidos 0.13122 0
Mesquites 0.05384 0.05815 0
Pozas Azules 0.06417 0.01184 0.02442 0
Bacillus B2

Churince Mesquites Pozas Azules
Churince 0
Mesquites 0.07361 0
Pozas Azules -0.08534 -0.06249 0
Exiguobacterium E1

Los

Churince Hundidos Mesquites  Pozas Azules

Churince 0
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Los Hundidos -0.00447 0
Mesquites 0.15847 0.19081 0 0.18473
Pozas Azules 0.07145 0.04933 0
Exiguobacterium E2
Los

Churince Hundidos Mesquites
Churince 0
Los Hundidos 0.05388 0
Mesquites 0.19335 0.3549 0
Exiguobacterium E3

Churince Mesquites
Churince 0
Mesquites -0.01191 0
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Table S4. Summary statistics for genetic diversity and neutrality parameters for each population
at each locus. 7 is Nei’s pairwise nucleotide diversity value and 0 is Watterson’s theta per site =
2Ney; neutrality was tested using Tajima’s D, Fu & Li’s D* and F*, and Fu’s Fs. Bold fonts denote
significant values (P < 0.05) for neutrality tests (Rozas et al., 2003). N = number of sequences used

in each analysis.

mz(l;rel?eerti(;l) " 0 P " - s
citC(13) 0.00634 0.00659  -0.14865  0.20065 0.12398 -0.001
gltx(13) 0.02418 0.01665 1.93412 1.55213 1.88975 6.931
Bl C hsp70(13)  0.00676 0.00917  -1.09708  -1.08285  -1.24064 -1.684

recA(13) 0.00579 0.00546 0.24002 0.95617 0.87547 2.14
spo0A(13)  0.00677 0.00992  -1.29439  -1.33265  -1.50892 -0.415
citC(63) 0.00636 0.00911  -0.93631 2.8527  -2.57788 -9.203
ﬁ glix(63) 0.01236 0.01481  -0.52713  -0.37074  -0.50997 -1.966
TGU Bl_HPa  hsp70(63)  0.00388 0.00765 -1.5085  -0.78297  -1.23732 -5.974
- recA(63) 0.00482 0.00889  -1.42751  -3.78042  -3.49337 -3.499
spo0A(63)  0.00792 001796  -1.81687  -4.26053  -4.00576 -4.839
citC(29) 0.00584 0.00677  -0.45529  -0.68539  -0.71918 -3.595
gltx(29) 0.0124 0.01842  -1.18276  -1.76197  -1.85484 -1.998

Bl M

hsp7029)  0.00459 0.00918 -1.7444 -1.6035  -1.93523 -7.155
recA(29) 0.00212 0.00432  -1.59693  -0.36113  -0.86063 -4.852
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spo0A(29)  0.00976 0.0111 041454  -0.88609  -0.8659 -13.094
citC(9) 0.00329 0.00376  -0.52629  0.04471  -0.10194 -1.338
gltx(9) 0.00129 0.00095 0.98627 0.8404 0.96219 0.849
B2 C hsp70(9) 0.00285 0.00279 0.07803 0.50315 0.44642 -0.208
recA(9) 0.00149 0.00226  -0.88249  -0.7022  -0.88249 -2.106
spo0A(9) 0.001 0.00094 0.15647 0.8404 0.74837 0.477
citC(37) 0.0029 0.00392  -0.75486  -0.02029  -0.29221  -5.51971
glx(37) 0.00135 0.00124 0.17481  -0.80429  -0.60451 0.285
B2 MPa  hsp70(37) 0.001 0.00182  -1.09093  -1.06705  -1.25012 2.126
recA(37) 0.00126 0.00208  -1.51297  -1.68268  -1.82046 -0.38
spo0A(37)  0.00216 0.00307  -0.77205  -0.7022  -0.84352 -4.305
citC(69) 0.00499 001563  -2.25866  -6.22055  -5.61834 1.465
hsp70(69)  0.00544 0.02513  -2.66051  -5.27413  -5.08687 -1.285
E1_CHPa
recA(68) 0.01998 0.02007  -0.01436  -1.7318 -1.2783 1.678
rpoB(68) 0.00128 0.00533  -2.22123  -4.3899 -4.3083 -5.028
% citC(63) 0.00599 0.00375 1.69688  -0.80621 0.0581 3.985
=
3 hsp70(64)  0.00127 0.00279  -1.45722  -2.82187  -2.79375 2175
O
2 El_ M
2 recA(62) 0.01022 0.0382 254278 -6.32914  -5.81342 2.901
-]
k= rpoB(64) 0.00113 0.00326  -1.74904  -4.20979  -4.00043 -2.069
=
L citC(16) 0.03332 0.02845 0.73142 0.5417 0.68842 7.808
hsp70(16)  0.04698 0.03728 1.1183 1.20473 1.36438 7.98
E2_CH
recA(16) 0.0249 0.02303 0.34381 0.42753 0.4665 3.896
rpoB(16) 0.02074 0.02193  -0.22758  -0.50261  -0.49062 0.955
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citC(12) 0.02912  0.03077 024782 -0.23508 _ -0.2719 8.152
hsp70(12)  0.04065  0.04328  -0.28249  -0.1994  -0.25244 10.151
E2_ M
recA(12) 0.0229 0.02467 03278 027522  -0.32949 1.598
rpoB(12) 001538 001778  -0.60888  -0.19975  -0.34979 4372
citC(19)  0.02814 0.0169 2.68291 2.683 2.08208 10.933
hsp70 (19)  0.0169 0.00932 053515 024331  -0.01875 1.08
E3_ CM
recd (19)  0.02018  0.01753  0.60746 1.0072 1.03414 6.199
rpoB (19)  0.00471 0.047 0.0054  -0.45778  -0.37705 1,132
acnB (16) 001041 0.01874  -1.85733  -2.05057  -2.3048 ~4.793
grB(15)  0.02787  0.02237 1.065 0.74481 096143 2.495
P1_C
recd (5) 0.03062  0.03349 -0.647 0.96758  -0.97904 0.717
rpoD (16)  0.00426  0.00556  -0.88876  -1.56786  -1.58834 1.2
% acnB (26)  0.00909  0.01869  -1.94317  -2.64783  -2.84909  -13.503
(=
S @rB(15)  0.00816  0.00867  -02464  -0.16294  -0.21393 2.4
g P2 C
S recd(17) 001131 0.01487  -0.96926  -1.81228  -1.8181 -5.679
-
§ rpoD (28)  0.00341  0.00451  -0.76648  -0.34344  -0.55018 -2.886
acnB (7)  0.02005 001953 0.15214 061134 0.56146 1.169
g@rB(15)  0.00032  0.00073  -1.49051  -1.87275  -2.0195 0.235
P3_C
recA (6) 0.00248  0.00326  -1.36732  -1.39992  -1.48974 2112
rpoD () 0.00093  0.00132  -1.23716  -1.29591  -1.37408 -0.922



Table S5. Credibility intervals (95%) for estimates of number of population size changes. Values
different from O (statistically supported expansions) are shown in bold.

Lineage_population Mean 95% HPD lower 95% HPD higher

E1_CHPa 0.428 0 2
E1_M 23 1 4
E2_M 0 na na
E2_CH 1.94 1 3
E3_CM 1.16 0 3
B1_HPa 0.679 0 2
B1_M 2.60E-:2 O 0
B1_C 0 na na
B2_MPa 1.47 1 3
B2_C 0.786 0 3
P1_C 0.817 0 2
P2_C 1.355 1 3
P3_C 1.58 0 3
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Capitulo 6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Para poder comprender la gran diversidad tanto genética como ecoldgica que
existe en los procariontes es necesario entender los mecanismos que han
generado dicha diversidad. Entendiendo que la diversidad es resultado de un
proceso de divergencia evolutiva, es importante entender los procesos de
generacion de diversidad a nivel poblacional, para poder también entender los
mecanismos de divergencia genética de los linajes y la especiacion en
procariontes. Un paso importante para lograrlo es ampliar nuestro conocimiento
sobre poblaciones de bacterias de vida libre, porque es en los ambientes naturales

donde se encuentra la mayor parte de la diversidad procarionte.

Tomando en cuenta lo anterior, el trabajo presentado en esta tesis tuvo
como motivacion principal ampliar el estudio de poblaciones ambientales de
bacterias. En particular, a partir de una coleccion amplia de aislados recuperada
de los cuatro principales sistemas acuaticos dentro del valle de CCC, se exploré la
genética de poblaciones y evolucion molecular de un grupo de bacterias del
género Bacillus. Se describié la diversidad genética de las poblaciones de Bacillus
del valle a diferentes niveles buscando determinar los factores que han moldeado
dicha diversidad. En cada uno de los tres capitulos en los que se condensan los

resultados de este trabajo se discuten los hallazgos particulares. Sin embargo, a
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continuacion se presentan y discuten brevemente las conclusiones generales

derivadas del conjunto de los analisis.

La primera conclusion derivada de este trabajo es que el grupo de Bacillus
estudiado representa una especie dentro de dicho género que no ha sido
previamente descrita en la literatura. Ademas de ser una especie nueva dentro del
género Bacillus, los analisis filogenéticos permitieron determinar que el linaje
descrito es filogenéticamente cercano a especies de Bacillus aisladas de
ambientes marinos. Este resultado es consistente con trabajos previos que
muestran que la mayor parte de los linajes bacterianos de CCC tienen una
afiliacion con linajes marinos (Souza et al., 2006; Cerritos et al., 2008; Rebollar et
al., 2012). En el trabajo de Rebollar et al., (2012) se pudo determinar, a través del
analisis detallado del contenido de sales contenidas en el agua de CCC, que las
proporciones ionicas de las muestras del valle son muy similares a las
proporciones del agua de mar. Es posible que estas condiciones ambientales
hayan permitido el desarrollo de linajes bacterianos en CCC con rasgos similares
a los linajes marinos. Sin embargo, para poder entender los mecanismos
evolutivos que han permitido la existencia de estos linajes bacterianos en CCC
seria necesario contar con informacidon gendmica de varios de estos aislados para
poder llevar a cabo estudios comparativos y poder determinar las bases genéticas

de la adaptacion a estos ambientes similares a los marinos.
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El siguiente resultado importante de este trabajo es que la divergencia entre
los dos filogrupos identificados en la muestra estudiada no parece tener relacion
con el sitio de aislamiento de las cepas ni con el ambiente particular del cual
fueron obtenidas (agua/sedimento) pero si con la recombinacion actuando como
fuerza cohesiva al interior de cada filogrupo. Este resultado es contrastante con lo
obtenido en el trabajo de Rebollar et al (2012) en el que se encontré que los
linajes del género Exiguobacterium también aislados de CCC muestran un patron
de diferenciacion asociada a los ambientes de agua y sedimento. Si bien es
notable el hecho de que estos patrones contrastantes se den en dos géneros de
bacterias filogenéticamente relacionados, el hecho de que los miembros del
género Bacillus sean capaces de formar esporas podria explicar en cierta medida
el hecho de que las distribuciones de los filogrupos dentro del valle no parecen
estar determinadas por los factores ambientales relacionados con nichos

particulares (agua/sedimento).

Los andlisis de las contribuciones relativas que la mutacion y la
recombinacién han tenido en generar los patrones de diversidad genética
observados en los grupos de Bacillus estudiados mostraron que la recombinacion

es frecuente al interior de los filogrupos y practicamente inexistente entre
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filogrupos. Los valores de r/m obtenidos con estos analisis son similares a los
obtenidos para otros grupos de Bacillus (Vos y Didelot, 2009) y se considera que
estan en el rango de los valores “intermedios” de r/m, considerando que valores
altos de r/m son los que estan por encima de 10. Este resultado es consistente
con los resultados de los analisis de desequilibrio de ligamiento, que apoyan la
idea de que, a pesar de que existe cierto nivel de recombinacion al interior de los
filogrupos de Bacillus estudiados en este trabajo, la frecuencia de los eventos de
recombinacién no es tan alta como para que se rompa el ligamiento entre alelos y
las poblaciones de dichos filogrupos se comporten como poblaciones totalmente

panmicticas.

El resultado mas importante presentado en esta tesis se desprende del
trabajo comparativo de las poblaciones de Bacillus con otros géneros de bacterias
de CCC, presentado en el capitulo cinco. En este trabajo, ademas de llevar a cabo
un analisis fino de la estructura de las poblaciones estudiadas se pudo concluir
que los eventos historicos compartidos han jugado un papel importante en
moldear la diversidad genética de las poblaciones de bacterias estudiadas. La
distribucion de la diversidad es una consecuencia tanto de la dinamica evolutiva
de las poblaciones como de la historia de las regiones geograficas en las que
habitan (Lomolino et al., 2016). Asi, la diversificacion de los linajes resulta de las

interacciones entre las caracteristicas bioldgicas de cada organismo y los factores
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ambientales externos (Dawson, 2012). Los patrones demograficos de poblaciones
de macroorganismos que coexisten en una regidén dada, estudiados en el contexto
de la historia de dicha region, han ayudado a entender como la evolucion de los
linajes que ahi habitan han sido afectados por dicha historia (Carnaval y Moritz,
2008; Ramirez-Barahona y Eguiarte, 2013). Sin embargo, a pesar de la
importancia que los microorganismos tienen en las funciones de los ecosistemas,
(Allison y Martiny, 2008; Strickland et al., 2009) la magnitud de impacto que los
factores histéricos tienen sobre la dinamica poblacional de bacterias y arqueas no
se ha explorado. La mayoria de los estudios sobre la dinamica poblacional de
bacterias se han centrado en el analisis de patrones demograficos de bacterias
patégenas (Pybus et al., 2001; Wirth et al., 2007; Tazi et al., 2010) y los estudios
demograficos de bacterias de vida libre han sido muy escasos (Guttman et al.,
2008). En este sentido, el trabajo presentado en esta tesis es uno de los primeros
en explorar la importancia que los factores histéricos pueden tener sobre la
dinamica poblacional de grupos de bacterias de vida libre. Los resultados
obtenidos aportan evidencia sobre el potencial que los estudios comparativos de
genética de poblaciones pueden tener para ayudarnos a entender algunos de los
asuntos que siguen siendo centrales para los campos de la microbiologia evolutiva

y ecologia molecular de bacterias.
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Finalmente, cabe mencionar aqui que si bien se obtuvieron resultados
importantes sobre la dinamica poblacional de los grupos de Bacillus estudiados,
una limitante importante de este trabajo fue el contar con tan pocos marcadores
moleculares. Para poder profundizar la caracterizacion de los linajes de Bacillus
aqui presentados seria muy importante contar con una mayor cantidad de
informacion tanto genotipica como fenotipica. Con este objetivo se ha iniciado la
caracterizacion por medio de BOX-PCR de una parte de la coleccion de aislados.
Este tipo de genotipificacidn permitira describir la plasticidad gendmica de los
aislados y hacer una comparacion con la filogenia previamente obtenida usando
los genes constitutivos (Avitia et al., 2012). La intencion de usar este tipo de
marcadores es que en trabajos previos con grupos ambientales de bacterias los
patrones de diversidad a nivel gendmico han permitido discernir patrones que
relacionan la diversidad genética a este nivel con condiciones ambientales
particulares y/o barreras geograficas (Cho y Tiedje, 2000; Sikorski y Nevo; 2005).
En el trabajo presentado en esta tesis no se pudo reconocer la influencia de las
condiciones ambientales particulares y la diversidad genética de los grupos de
Bacillus analizados, sin embrago una de las razones pudo haber sido el bajo nivel
de resolucion obtenido con los marcadores moleculares elegidos. Ademas de los
analisis genotipicos se inicié también la caracterizacién fenotipica de algunos de
los aislados. Para logarlo se ha empezado a trabajar con curvas de crecimiento de
los aislados en condiciones diferentes de temperatura, pH y salinidad. Aunque los

resultados preliminares no han permitido reconocer un patron que asocie la
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pertenencia a uno de los filogrupos (B1 y B2) con la respuesta a las diferentes
condiciones probadas permitira hacer generalizaciones al respecto. Por ultimo, la
secuenciacion y analisis de genomas completos de algunos de estos aislados
seria muy adecuada para seguir explorando las causas detras del patron de

divergencia observado entre filogrupos.
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