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Abstract

Competition has been considered as one of the principal operators of the assembly
of bacterial communities, however, it is largely unknown how bacteria detect the
presence of a competitor, the specificity and speed of the response. To explore the
dynamics of the interactions among bacteria in a microbial community we set up a
confrontation assay with three strains having different roles in an interaction network:
non-antagonist and resistant (R); antagonist and resistant (A); non-antagonist and
non-resistant (S). These strains belong to different Bacillus spp. lineages and were
isolated from sediment communities of the Churince water system in
Cuatrociénegas, Mexico. The experiments were performed in liquid medium for the
interactions to occur in a well-mixed interplay (non-structured environment) and then
plated on a semisolid medium to quantify the Colony Forming Units. To determine
the genetic response of the strains during the interaction with a competitor, we also
performed a transcriptomic analysis of different combinations of interacting strains, at
different time points. Our results showed that the interaction between A and S strains
caused a decline of the colony forming units of the S strain in the first 5 minutes of
the interaction, but that its viability did not decrease further within the next 30 min.
Unexpectedly, when the R strain was included (interaction among the three strains,
R, A, and S), the antagonism against the S strain was not observed. These results
suggest that the presence of strain R interfered the antagonism of A against S and
constitutes an emergent property of interactions in a synthetic community.
Simulations in a cellular automata also confirm the role of strain R as the one that
determines the survival of strain S, in the same way a structured environment allows
the survival of the sensitive strain. The transcriptome results of the S strain show
how, during the antagonistic interaction, the genes related to membrane transport,
oxidative stress, DNA metabolism and resistance to antibiotics are differentially
expressed. In the present work it is proposed how the context of the interactions is
important to determine the dynamics of a community, since factors such as the
social context and the complexity of the environment have an important influence on
the community.



Resumen

La competencia ha sido considerada como uno de los principales operadores del
ensamblaje de comunidades bacterianas, sin embargo, se desconoce como las
bacterias detectan la presencia de un competidor asi como, la especificidad y la
velocidad de la respuesta. Para explorar la dinamica de las interacciones entre las
bacterias en una comunidad microbiana establecimos un ensayo de confrontacién
con tres cepas con diferentes roles en una red de interaccion: no antagonista y
resistente (R); antagonista y resistente (A); no antagonista y no resistente (S). Estas
cepas pertenecen a diferentes Bacillus spp. linajes y fueron aislados de
comunidades de sedimentos del sistema de agua Churince en Cuatrociénegas,
Meéxico. Los experimentos se realizaron en medio liquido para que las interacciones
se produjeran en una interaccién bien mezclada (entorno no estructurado) y luego
se sembraron en un medio semisodlido para cuantificar las unidades formadoras de
colonias. Para determinar la respuesta genética de las cepas durante la interaccion
con un competidor, también realizamos un analisis transcriptomico de diferentes
combinaciones de cepas que interactuan, a diferentes tiempos. Nuestros resultados
mostraron que la interaccion entre las cepas A y S causd una disminucion de las
unidades formadoras de colonias de la cepa S en los primeros 5 minutos de la
interaccion, pero que su viabilidad no disminuyé aun mas en los siguientes 30
minutos. Inesperadamente, cuando se incluyd la cepa R (interaccion entre las tres
cepas, R, Ay S), no se observo el antagonismo contra la cepa S. Estos resultados
sugieren que la presencia de la cepa R interfiere con el antagonismo de A contra Sy
constituye una propiedad emergente de las interacciones en una comunidad
sintética. Las simulaciones en un automata celular también confirman el papel de la
cepa R como la que determina la supervivencia de la cepa S, de la misma manera
que un entorno estructurado permite la supervivencia de la cepa sensible. Los
resultados del transcriptoma de la cepa S muestran como, durante la interaccién
antagonista, los genes relacionados con el transporte de la membrana, el estrés
oxidativo, el metabolismo del ADN Yy la resistencia a los antibidticos se expresan
diferencialmente. En el presente trabajo se propone que el contexto de las
interacciones es importante para determinar la dinamica de una comunidad, ya que
factores como el contexto social y la complejidad del entorno tienen una influencia
importante en la comunidad.



Introduccion y antecedentes

1.1 Comunidades microbianas

En la actualidad los microorganismos dominan la Tierra. Son los organismos que
cuentan con mayor diversidad de especies ademas de que su biomasa acumulada
sobrepasa a la de cualquier otro organismo de la Tierra. Es de resaltar el tiempo que
llevan dominando el planeta que han habitado desde hace mas de 3.7 billones de
anos y contintan siendo los organismos mas representados (dvreas, 2000).

En la naturaleza la mayoria de los organismos viven en comunidades. Las bacterias
no son la excepcion ya que al igual que los organismos mas complejos no viven
aislados sino que interactian en complejas comunidades microbianas. Dichas
comunidades se encuentran en practicamente cualquier ecosistema de la naturaleza
incluyendo suelo, plantas, animales y cuerpos de agua. Estas comunidades median
importantes procesos en el ecosistema, como el procesamiento del nitrégeno en el
suelo, descomposicion de materia organica en el ciclo del carbono, y remediacion
de la contaminacion ambiental (dvreas, 2000). Las comunidades bacterianas
también tienen gran importancia en las actividades humanas ya que intervienen en
una gran cantidad de procesos de caracter biotecnoldgico al igual que en procesos
metabdlicos con repercusiones médicas. Es en este conjunto donde reside la
importancia del estudio de las comunidades microbianas, que incluye entender su
diversidad, funcion, estabilidad, dinamica e interacciones.

Las comunidades microbianas tienen una gran diversidad de especies tanto de
bacterias, virus, hongos y arqueas, las cuales interaccionan entre si. La diversidad
que tiene una comunidad microbiana en muchas ocasiones esta dada por las
condiciones donde ésta se encuentra, es decir, un ambiente con una gran
disponibilidad de recursos suele ser mas diverso, a diferencia de uno con
condiciones extremas donde la diversidad suele ser menor, predominando especies
mejor adaptadas a dichos ambientes y con funciones mas especializadas (Maier &
Pepper, 2009). Ademas de la diversidad de especies en las comunidades
microbianas, existe una gran diversidad de capacidades metabdlicas y las
comunidades se van estructurando de tal forma que ciertas especies cumplen con
una funcién dentro de la comunidad y de esta forma la carga metabdlica se divide
entre los miembros de la comunidad. Un ejemplo de esto son los estromatolitos
donde se forman capas de diversas bacterias especializadas en una labor
metabdlica para la comunidad. Las capas superficiales normalmente estan formadas
por cianobacterias las cuales tienen la labor de fotosintetizar (Souza et al. 2006). La



diversidad de las comunidades es uno de los factores que las vuelven tan complejas
y desde luego también su estudio. La gran diversidad en las comunidades
bacterianas, por ejemplo, les permite mantener una comunidad mas estable la cual
puede mantenerse en el tiempo al volverse mas robusta y asi no ser afectada tan
facilmente por los factores ambientales (Hunting et al., 2015).

La estabilidad dentro de las comunidades bacterianas es esencial para su
mantenimiento y esta estabilidad es influenciada por factores bidticos y abiodticos.
Los bidticos son los organismos vivos o que algunas vez vivieron en el ambiente,
mientras que los factores abidticos se refieren a factores quimicos vy fisicos dentro
del ambiente. Los factores abidticos han sido mayormente estudiados con el
proposito de entender como es que éstos afectan a las comunidades bacterianas
(Dunson & Travis, 1991). Por otro lado el efecto de los factores bidticos en las
comunidades no ha sido estudiado tan exhaustivamente, sin embargo estudios
recientes han demostrado codmo la estabilidad y la dinamica de las comunidades
estd fuertemente asociada a estos factores (Gallien, 2017; Kinkel et al., 2014;
Celiker & Gore, 2012; Abrudan et al., 2015; Pérez-Gutiérrez et al., 2013). Por lo
reportado en la literatura las interacciones entre organismos vivos claramente
juegan un papel importante en la estabilidad y dinamica de las comunidades
bacterianas.

La dinamica de las comunidades microbianas es importante al momento de su
estudio ya que las comunidades no se encuentran estaticas en el tiempo pues la
composicion de especies, el nicho que estas ocupan, y su influencia en diversos
ambientes va cambiando (Stubbendieck et al., 2016). Esta dinamica bacteriana se
encuentra bajo la influencia de cambios ambientales que modifican y hacen
evolucionar a las comunidades. Cambios impuestos por el ambiente, como lo son
eventos estacionales, cambio climatico o la actividad antropogénica son factores
que alteran la dinamica de la comunidad (Maier & Pepper, 2009). Sin embargo,
ademas de los cambios externos a la comunidad uno de los estimulos que pueden
alterar la dinamica en una comunidad son las propias interacciones, ya sean entre
miembros de la misma comunidad o con microorganismos de comunidades
aledanas (Stubbendieck et al., 2016). Debido a la complejidad de las comunidades y
la cantidad de factores que influyen, el estudio de su dinamica es un reto. Debido a
esta gran cantidad de variables un experimento natural para el estudio de la
dinamica bacteriana suele ser un ejercicio bastante exhaustivo con las técnicas
microbiolégicas actuales.



1.1.1 Interacciones bacterianas

Dentro de una comunidad microbiana la dinamica de las bacterias es afectada por
factores bioticos y abioticos, donde en la actualidad los abidticos son los
mayormente estudiados, y por otra parte a los bidticos no se les ha dado la
importancia necesaria. Algunos estudios revelan el importante rol de los factores
bidticos dentro de la dinamica de una comunidad bacteriana (Hooper et al., 2005).
Las bacterias forman complejas redes de interacciones con su ambiente, dentro de
estas interacciones las que se dan entre las bacterias de la misma comunidad es
uno de los factores bidticos que mas afecta la dinamica y estabilidad (Raes & Bork,
2008).

Farasitism or predation

Commensalism Amenalism
0 -]
+ Positive (win)
- Megative (loss)
Mutualism - EIES- - - - - -- BIE - Competition 0 Neutral
B Species1
: B Species?
Commensalism Amenalism

Farasitism or predation

Figura 1.1 Interacciones ecolégicas entre miembros de diferentes especies. Las interacciones
en las comunidades pueden ser de distintas indoles, algunas generan fenotipos positivos, ya sea
para ambas especies o0 solo para una, de igual forma los fenotipos negativos se generar en
interacciones como la competencia o el amensalismo (tomado de Faust & Raes, 2012).

Existen una gran cantidad de interacciones en las comunidades bacterianas ya que
en ellas coexisten diversos tipos de bacterias de distintos géneros y especies. Las
interacciones normalmente tienen un efecto sobre los interactores que produce
fenotipos de distinta indole. Los fenotipos que produce cada interaccién van desde
un impacto positivo, donde resaltan ejemplos de mutualismo, a un impacto negativo,
como el que se da cuando existe una competencia, o pueden incluso no tener
impacto sobre alguna de las bacterias involucradas (Fig. 1.1) (Lidicker, 1979).

En la naturaleza las interacciones con un impacto positivo son asociadas al
mutualismo en el cual las dos especies que interaccionan obtienen un beneficio. Un



ejemplo de esta clase de interaccion dentro de las comunidades bacterianas ocurre
en los casos de auxotrofias, donde las bacterias mantienen un reciproco intercambio
de aminoacidos, nucledtidos o algun metabolito esencial ya que cada una es
incapaz de producir un recurso, lo cual las obliga a cooperar proveyendo el recurso
esencial para la otra (Pande et al., 2015).

Dentro de las interacciones con impactos negativos la competencia es
probablemente el fendmeno mayormente descrito. Durante la competencia ambos
organismos sufren una reducciéon en su adecuaciéon, es decir que disminuye su
capacidad de supervivencia y reproductividad (Cornforth & Foster, 2013). Podemos
clasificar a la competencia en dos tipos: explotativa (competencia por recursos) y de
interferencia (antagonismo) (Birch, 1957; Case & Gilpin, 1974). La competencia
explotativa es indirecta ya que al utilizar una bacteria los nutrientes del medio mas
eficientemente puede dejar sin nutrientes a otra que no pueda asimilarlos de igual
forma; dentro de esta categoria podemos incluir a las bacterias capaces de formar
estructuras como los biofiims ya que al ser estructuras fuertemente ancladas a
alguna superficie la disponibilidad de nutrientes se limita y la competencia se da
entre bacterias de la misma comunidad y comunidades aledanas (Nadell, Xavier &
Foster, 2009). La competencia por interferencia es aquélla que se da de forma
directa entre bacterias donde una de ellas produce una toxina, antibiético o algun
compuesto capaz de inhibir el crecimiento de la competidora. Sobre este tipo de
interacciones de competencia por interferencia o antagdnicas existe literatura
extensa (Kinkel et al., 2014; Kirkup & Riley 2004; Pérez-Gutiérrez et al., 2013;
Majeed et al., 2011; Lyons & Kolter, 2017; Stubbendieck & Straight, 2015). Un
ejemplo es el estudio donde se probd el rol de la produccién de antibidticos en
poblaciones de Streptomycetes donde se realizaron ensayos de interaccién por
pares entre miembros de la misma poblacidén y contra miembros de otra poblacion.
Observaron que entre miembros de la misma poblaciéon el antagonismo era mas
intenso que entre miembros de distintas poblaciones, lo cual indicaba seleccion local
para fenotipos antagonistas (Kinkel et al., 2014). Otro estudio encuentra, en cambio,
mayor antagonismo entre diferentes sitios de aislamiento, para poblaciones de
Bacillus (Pérez-Gutiérrez et al., 2013).

A pesar de que se han estudiado extensamente las interacciones bacterianas, en su
mayoria el intento por entender estas interacciones y su dinamica ha sido a través
de experimentos en los cuales solo se involucran a un par de microorganismos, lo
que sin duda limita en demasia el entendimiento de lo complejo que es una
comunidad. Como se describidé anteriormente, las comunidades bacterianas son
sistemas complejos y para estudiar las interacciones se tiene que considerar que
éstas no se dan en pares, si no que interactuan diversas especies de bacterias en
un mismo espacio. Ademas de esto, otros estimulos ambientales van a influir sobre
las respuestas fenotipicas de las interacciones (Hooper et al., 2005).



1.1.2 Interacciones antagonicas

La gran diversidad en las comunidades microbianas permite o ayuda al
mantenimiento de la comunidad, pero ademas desencadena una serie de
interacciones con distintos fenotipos. Se debate aun si las interacciones en una
comunidad bacteriana comunmente se asocian a un fenotipo positivo, es decir
interacciones benéficas entre los miembros de dicha comunidad, pues existe una
gran cantidad de interacciones de competencia en una comunidad, que se
desencadena principalmente cuando el espacio y los nutrientes se encuentran
limitados (Hibbing et al., 2010).

Como se menciond anteriormente la competencia entre microorganismos se
clasifica principalmente de dos formas, explotativa y por interferencia. Cuando el
espacio en el cual la comunidad puede establecerse es limitado tiende a darse
competencia explotativa incluso entre miembros de la misma especie, ya que al
estar limitado el espacio implica de igual forma una limitacion por nutrientes, sobre
todo en comunidades de suelo o sedimentos donde las comunidades son mas
estructuradas y establecidas en las superficies donde forman comunidades con gran
densidad celular, como las biopeliculas (Pérez-Gutiérrez et al., 2013).

La competencia explotativa puede considerarse como indirecta ya que las bacterias
que son mas eficientes para asimilar los nutrientes o las que se replican a una
velocidad mayor acaparan mas facilmente los nutrientes y esto indirectamente
afecta la adecuaciéon de otras especies menos eficientes al momento de utilizar los
nutrientes o0 con una tasa de replicacion baja. A diferencia de la explotativa, la
competencia por interferencia se considera directa ya que al momento de que una
de las bacterias sensa la presencia de una bacteria competidora tiende a responder
por medio de un antagonismo que normalmente se asocia a la produccién de un
metabolito (Cornforth & Foster, 2013). La competencia por interferencia o
antagonismo es la mas ampliamente estudiada debido a los fenotipos de inhibicién
del crecimiento sobre bacterias sensibles al compuesto antagoénico. La definiciéon de
antagonismo dentro de la ecologia puede ser ambigua, pero normalmente se le
asocia con la reduccion de la adecuacién de una poblacién en consecuencia de la
presencia de otra, y por lo general presenta un perjuicio o costo para ambas
poblaciones e inclusive una de las poblaciones puede ser eliminada.

Dentro de los compuestos producidos por bacterias que son capaces de inhibir el
crecimiento microbiano, a los antibiéticos se les ha dado principal importancia y
proporcionan beneficios a los productores en ambientes altamente competitivos
(Williams et al., 1989; Riley & Gordon, 1999; Martinez et al., 2009).



Normalmente asociamos antibiéticos a microorganismos como bacterias del género
Streptomyces ya que histéricamente éstas han sido las mas estudiadas por su
capacidad de sintetizar una gran gama de antibiéticos (Kieser et al., 2000). La
capacidad de las bacterias de producir antibidticos o compuestos que inhiben el
crecimiento de microorganismos tiene gran importancia en el area de la medicina,
pero de igual forma la tiene en la ecologia. La produccion de estos compuestos
inhibitorios tiene importantes implicaciones ecologicos en especial en las
interacciones antagonicas que se dan dentro de una comunidad microbiana. Como
se menciono anteriormente, un ejemplo de ello es el trabajo de Kinkel et al (2014)
que por medio de ensayos de interaccion entre grupos de bacterias del género de
Streptomyces provenientes del mismo sitio de muestreo contra otros que provenian
de otros sitios, demostraron que en este grupo de bacterias se mostraba un
incremento en fenotipos antagdnicos en interacciones simpatricas (entre miembros
del mismo sitios) a diferencia de lo observado en interacciones alopatricas (entre
miembros de sitios de muestreo distintos), lo cual indica una seleccion local por
fenotipos antagonicos. Nuevamente, lo mismo fue observado por Pérez-Gutiérrez et
al (2013). La mayor proporcion de antagonismo en interacciones simpatricas se le
atribuye al sobrelape de nicho, es decir, que la inhibicion es dirigida hacia la bacteria
que presente una mayor amenaza competitiva. Esto nos habla principalmente de la
abundancia de estas interacciones y en este caso de como las interacciones
antagonistas juegan un importante papel en la estructura de las comunidades.

.,Como se detecta la competencia? Los primeros trabajos que abordaron
interacciones antagodnicas mostraban fenotipos inhibitorios de unas cepas hacia
otras y se centraban en clasificar a las cepas como antagonista, sensible, y
resistente pero pocos estudios abordan la pregunta de como una bacteria sensa a
un competidor y cdmo responde a esta competencia, “Pocas fallas son tan
imperdonables como la falla de evitar a un depredador: ser muerto reduce
enormemente la futura adecuacion” (Lima and Dill, 1989). Poca informacion existe
sobre la manera en la que se detecta a un competidor y cdmo es la respuesta de
bacterias en una comunidad, esto es debido a la complejidad que muchas veces
representa estudiar comunidades en su ambiente natural.

Cuando existe una interaccion de competencia entre microorganismos de una
comunidad es comun que exista una respuesta mediante la biosintesis de enzimas
o antibidticos extracelulares. De igual manera las bacterias sufren cambios en su
fisiologia, asi como en su movilidad y la estructura de la poblacién, como por
ejemplo con la formacién de biopeliculas. La naturaleza de la respuesta de una
bacteria a una competencia, asi como la rapidez de la respuesta, pueden determinar
la supervivencia de un individuo y de la comunidad. Una de las respuestas que
puede darse en presencia de una competencia 0 mas concretamente de



antagonismo es una respuesta motil, como en el trabajo publicado por Stubbendieck
y Straight (2015). En este trabajo utilizan dos cepas, Streptomyces sp. Mg1 que es
capaz de producir linearmicina, un antibiético que inhibe el crecimiento de la
segunda cepa, una cepa silvestre de Bacillus subtilis. Cuando se muta la cepa de B.
subtilis en el gen yfik™® (que activa un sistema de dos componentes), la cepa se
vuelve resistente a la accion del antibidtico y ademas desata una respuesta motil en
las colonias de la cepa, asi como en la morfologia colonial.

El antagonismo dentro de una comunidad se asocia principalmente a una guerra
armamentista por recursos y espacio, sin embargo, estudios sefalan la importancia
que tienen este tipo de interacciones para la estabilidad de las comunidades, asi
como para su ensamblaje (Long & Azam, 2001). El ensamblaje de las comunidades
bacterianas puede estar influenciado por interacciones antagonicas. Uno de los
trabajos que refleja eso es el realizado por Pérez-Gutiérrez y colaboradores (2013),
donde se probaron 78 cepas pertenecientes al genero de Bacillus de cinco sitios de
muestreo distintos mediante interacciones pareadas en las cuales se mostré una
mayoria de interacciones antagonicas entre bacterias de sitios distintos, estos datos
muestran que las comunidades de Bacillus de estos sitios no se ensamblan de
manera azarosa, sino que el antagonismo juega un rol en la formacion de la
estructura y donde cada grupo taxondmico puede jugar un rol ecolégico especifico
(Pérez-Gutiérrez et al., 2013).

Ademas de darle estructura a una comunidad, el antagonismo puede tener un papel
importante para evitar invasiones de otros microorganismos y asi preservar la
comunidad. Estudios recientes revelan que los consorcios bacterianos utilizan
distintas estrategias para evitar invasiones como por ejemplo controlar los
metabolitos producidos por la comunidad (Taillefumier et al., 2017). La respuesta a
nivel metabdlico también involucra en general la sintesis de metabolitos como
antibiéticos o compuestos antagonistas los cuales permiten a una comunidad
persistir evitando la invasion de otros microorganismos. Por ejemplo, un estudio
sobre inhibicién realizado por Wright y Vetsigian en 2016 revelé que el antagonismo
juega un importante papel para evitar la invasion. En aislados de Streptomyces, si
una bacteria residente de una comunidad es capaz de inhibir al invasor es menos
probable que ésta invada a la comunidad. Contrario a lo que se pensaba que una
bacteria sea capaz de inhibir a la bacteria residente no siempre le asegura el invadir
a la comunidad por el contrario bacterias que no inhiben a la residente son mas
aptas para invadir a esta comunidad. La capacidad de estos aislados de
Streptomyces de resistir una invasion y no ser los mas aptos para invadir propicia
mas que nada una biestabilidad (Wright & Vetsigian, 2016).

Gracias a algunos de los antecedentes mencionados anteriormente se ha logrado
ampliar el conocimiento acerca de interacciones antagdnicas.Sin embargo aun es



mucho lo que se tiene que hacer para poder entender de manera mas completa la
dinamica, mecanismos y funciones del antagonismo en comunidades microbianas,
ya que en su mayoria los trabajos enfocadas a éstas son en interacciones pareadas
y como se menciono, una comunidad bacteriana tiene una complejidad mayor tanto
en interacciones como en otros factores externos.



1.2 Interacciones contexto-dependientes

A pesar de los varios trabajos que se han hecho para entender las interacciones
antagdnicas en microorganismos, poco es lo que se sabe de estas interacciones a
nivel comunidad. Esto es el resultado de que la mayor parte de los estudios se han
interesado mas que nada en estudiar el efecto de metabolitos como los antibiéticos,
pero las interacciones antagonicas son mas que la accion de un antibiotico, existen
ciertos estimulos que deben de considerarse cuando hablamos de interacciones,
sobre todo las interacciones antagonicas.

1.2.1 Complejidad de las interacciones bacterianas en una comunidad

Los estimulos ambientales y el estrés que éstos pueden generar en las
comunidades tienen una repercusion importante en la estabilidad, asi como de las
interacciones que hay entre los miembros de la comunidad. El pH es uno de estos
factores que toma gran importancia para la abundancia y la diversidad en una
comunidad bacteriana. Estudios han mostrado como la composicién de
comunidades bacterianas de suelo esta fuertemente definida por el pH. Se ha visto
que existe variacién de pH en muestras tomadas de distancias relativamente cortas,
lo cual solo indica el importante rol del pH en las comunidades bacterianas (Rousk
et al., 2010).

Un estrés muy comun en las bacterias es el estrés oxidativo generado por las
llamadas especies reactivas de oxigeno, como el radical anion superdxido (O,-),
peroxido de hidrégeno (H,0,) y los altamente reactivos radicales hidroxilo (OH).
Estos productos se generan y acumulan por el continuo crecimiento de bacterias
aerodbicas, son productos que generan comunmente un estrés en las bacterias
debido a que se acumulan facilmente y a que dafian a las macromoléculas (ADN,
proteinas y lipidos) (Tinajero-Trejo et al, 2013). De hecho, resulta complicado saber
si los antibiéticos matan a los microorganismos por el dafo directo a su blanco de
accion, o por el estrés oxidativo resultante. Algunos trabajos demuestran que la
muerte celular producida por algunos antibiéticos requiere de especies reactivas de
oxigeno (Takahashi et al., 2017).

Los organismos, incluyendo a las bacterias, han desarrollado mecanismos para
protegerse de la accion de las especies reactivas de oxigeno, por ejemplo, poseen
enzimas como la catalasa y la superoxido dismutasa que son capaces de detoxificar
el medio de especies reactivas de oxigeno (Cabiscol et al., 2000). Debido a la gran
cantidad de bacterias que crecen juntas en una comunidad bacteriana la produccién



y sobre todo la acumulacion de estas especies reactivas de oxigeno son comunes,
pero estos factores normalmente no se consideran cuando se realizan trabajos
sobre las interacciones en una comunidad bacteriana.

Los nutrientes son una parte esencial en cualquier comunidad. En las comunidades
bacterianas cuando los nutrientes son muy escasos se considera que la condicidn
es oligotrofica. Una comunidad con escasos nutrientes necesita generar estrategias
para poder sobrevivir a estas condiciones adversas. Los recursos son una de las
causas por las cuales existe competencia entre bacterias de una comunidad. Las
comunidades requieren proteger sus recursos de invasores o los llamados
“cheaters”, que se benefician de los bienes publicos de una comunidad sin ser parte
esencial de ella al no aportar al mantenimiento de la comunidad (Cornforth & Foster,
2013). La presencia o ausencia de un nutriente esencial como lo puede ser el
fésforo o nitrégeno puede generar un cambio importante en las interacciones de una
comunidad debido a que en una comunidad con una escasez de algun nutriente
tiende a generarse una mayor competencia (Cornforth & Foster, 2013). De igual
forma una comunidad mas especializada en su manera de aprovechar algun
nutriente, 0 una comunidad con recursos en abundancia tienden a generar menos
interacciones de competencia o antagonismo entre sus miembros, pero si este
nutriente comienza a escasear las interacciones pueden comenzar a cambiar a
interacciones antagonicas. El antagonismo puede intensificarse o generarse cuando
existe un sobrelape de nutrientes sobre todo cuando son bacterias con gran
parentesco que requieran los mismos nutrientes o tengan estrategias metabdlicas
similares (Vaz Jauri & Kinkel, 2014). En este punto entra el concepto de particion de
nicho, donde bacterias con diferentes origenes taxonémicos particionan su nicho
para evitar invasiones, es decir, si los miembros de la comunidad son muy diversos
explotan mejor sus recursos y la disponibilidad de nichos es menor, lo cual evita
invasiones (Eisenhauer et al., 2012).

Los bienes publicos también son importantes para determinar las interacciones en
las comunidades y su composicion, ya que estos son elementos primordiales para
toda comunidad. Es por ello que en las comunidades microbianas la produccion de
bienes publicos puede modificar las interacciones que en estas suceden. Los bienes
publicos son muy importantes para la estabilidad de la comunidad, asi que los
miembros de las comunidades deben de generar estrategias para la proteccion de
estos recursos. En B. subtilis se ha descrito que para proteger algunos bienes
publicos, las especies desarrollan la discriminacidon por parentesco (en inglés, “kin
discrimination”) de manera que Bacillus subtilis antagoniza a bacterias con un
cercano parentesco a ellas pero no a las que mayormente divergen (Lyons & Kolter,
2017). Esto es diferente de otros sistemas donde se discrimina a las de menor
parentesco, debido a que el objetivo del antagonismo sigue siendo la discriminacién
de bacterias que no forman parte de la misma poblacion (sin importar que estas



guarden un gran parecido). Se determiné que B. subtilis tiene la capacidad de
reconocer grados de parentesco, no solo si tiene parentesco o no. Se probaron
diferentes cepas de B. subtilis las cuales mostraron ser discriminadas, B. pumilus
que es cercana al clado de B. subtilis mostré resultados variables y B. cereus (ya
con menor parentesco) no mostré ser antagonizada (Lyons & Kolter, 2017). Para
entender como se determina si otra bacteria debe de ser discriminada se probé si
las bacterias discriminadas por B. subtilis eran capaces de robar bienes publicos,
utilizando como modelo la surfactina. Se observé que las bacterias discriminadas
eran capaces de producir y utilizar la surfactina que B. subtilis usaba y las no
discriminadas eran las que eran incapaces de utilizar dicho compuesto, asi que no
constituian una amenaza (Lyons & Kolter, 2017).

El ejemplo anterior nos demuestra como los bienes publicos pueden generar una
respuesta en la comunidad para proteger a ésta de invasores. Taillefumier y
colaboradores (2017) ejemplifican los anterior por medio de modelado matematico
proponen como las bacterias en una comunidad actuan como un “cartel” donde
éstas controlan la produccién de los bienes publicos y el costo que estos tienen para
la comunidad para que de esta manera solo miembros de ella puedan utilizarlos y
evitar que invasores lo utilicen (Taillefumier et al., 2017). Por otro lado las
interacciones pueden generar la cooperacion entre microorganismos en una
comunidad. Un estudio realizado en S. cerevisiae muestra como una poblacion de
estas levaduras es capaz de compartir los bienes publicos producidos entre las
mismas levaduras cuando se encuentran en un cocultivo con una cepa competidora
de E. coli, la cooperacién entre las levaduras aumenta debido a que de esa forma
tienen una preferencia y un aumento en su capacidad de aprovechar bienes
publicos debido a que en la presencia de un competidor dichos bienes llegan a ser
escasos (Celiker & Gore, 2012).

Como se menciond anteriormente la complejidad en comunidades bacterianas es
inmensa y el tratar de abordar las interacciones que ocurren entre los miembros
puede ser complicado en un experimento debido a la cantidad de variables y de
datos que se pueden llegar a generar. Es por esto que en trabajos de ecologia
sintética como este se busca acotar esas variables y hacer un trabajo que permita
generar informacién para comenzar a entender estos sistemas tan complejos y asi
ampliar este tipo de proyectos a sistemas mas robustos.

1.2.2 Contexto social de las interacciones bacterianas

Durante anos el estudio de las interacciones en una comunidad microbiana se ha
limitado a ensayos de interaccion entre pares de cepas y los interactores se les ha



clasificado como antagonista, sensible o resistente. Estos roles se pueden dar en
combinaciones, por ejemplo, una cepa puede ser antagonista pero también
resistente. Como se sabe hasta ahora las interacciones en las comunidades son
mucho mas complejas que la accion de un antibidtico, ya que el contexto en el que
suceden las interacciones es muy importante para determinar la naturaleza de
éstas. El estimulo mas estudiado hasta ahora son los factores abidticos dentro de
las comunidades bacterianas y como se describié en la seccidon anterior estos
estimulos pueden tener una importante repercusion en la dinamica y la naturaleza
de las interacciones. Por otro lado el contexto social, es decir el impacto de los otros
miembros de la comunidad, y cémo afecta éste a las interacciones dentro de una
comunidad ha sido poco estudiado hasta la fecha y esta falta de conocimiento hasta
ahora no nos han permitido tener un entendimiento mas amplio de las dinamicas en
una comunidad bacteriana. Aunque pocos, los trabajos que estudian las
interacciones por medio de cultivos o interacciones que involucran a mas de dos
interactores han aportado suficiente informacion para pensar que en una comunidad
el contexto social tiene una importante repercusion en la naturaleza de las
interacciones.

Las comunidades bacterianas presentan una gran cantidad de interacciones debido
a su gran diversidad, y es por ello que su estudio debe de abordarse de manera
mas global, considerando mas variables como la interaccion entre varios miembros
de la comunidad asi como el acomodo espacial dentro de comunidades. Al
acomodo espacial o estructura, se le ha dado gran importancia dentro del contexto
ecoldgico de las interacciones tanto por evidencia experimental como por medio del
modelado matematico (Evans et al., 2013). EI modelado matematico ha ofrecido una
herramienta muy util para el estudio de comunidades microbianas por medio de
algoritmos que intentan simular las interacciones en una comunidad. Dichas
simulaciones son alimentadas con datos experimentales y asi permiten hipotetizar
patrones y dinamicas en las comunidades que de manera experimental seria muy
dificil determinar. Por medio del modelado matematico se ha estudiado como el
acomodo espacial tiene una gran influencia sobre las interacciones en una
comunidad. Trabajos enfocados al modelado de comunidades de suelo han
demostrado que el acomodo espacial juega un papel crucial para la supervivencia,
ya que en estas comunidades las bacterias susceptibles al antagonismo son
capaces de aislarse del antagonismo ejercido por otros miembros de la comunidad
gracias a la presencia de bacterias resistentes que las rodean y aislan de ser
inhibidas. A estos llamados “parches bacterianos” se les atribuye la sobrevivencia
de las bacterias poco competitivas en una comunidad de suelo (Zapién-Campos et
al., 2015).

Como ya se comentd, normalmente se utilizan interacciones pareadas donde la
importancia reside en el antagonismo, resistencia y sensibilidad. Este enfoque



funciona para explicar estabilidad en comunidades estructuradas donde existe una
clara separacion entre estas especies, sin embargo en la naturaleza se ha
observado que bacterias con roles de “antagonista”, “resistente” y “sensible” se
encuentran mezcladas incluso a muy pequefa escala (Raynaud & Nunan, 2014).
Debido a que este tipo de enfoques de interacciones por pares no describen la
coexistencia en ambientes no estructurados, Kelsic et al. (2015) encontraron que la
presencia de una tercera especie es capaz de estabilizar una interaccion entre
antagonista y sensible. La presencia de esta tercer especie funge como la cepa
resistente, pero no una resistencia intrinseca o estructural, sino resistencia activa en
la cual una especie es capaz de resistir por medio de la degradacion del antibiético
o metabolito en cuestion. La hipotesis es que una bacteria resistente por
degradacion es capaz de estabilizar las interacciones antagdnicas por medio de la
degradacion del compuesto inhibitorio en cuestion, lo cual permite la supervivencia
de la especie sensible, a diferencia de una resistencia intrinseca donde la especie
sensible no seria capaz de sobrevivir. Por medio de un enfoque in silico realizaron
simulaciones de tres especies: la especie productora del compuesto, la especie
sensible y una con resistencia intrinseca. De igual forma se realiz6 la simulacion
cambiando a la cepa con resistencia intrinseca por una degradadora, y en este caso
la simulacion arrojo que una comunidad con especies resistentes intrinsecas
culminan con la supervivencia de solo una especie, por el contrario la simulacién
con una especie capaz de degradar el compuesto antagdénico permite una
coexistencia (Kelsic et al., 2015).

La presencia de mas miembros de una comunidad durante una interaccion entre
dos especies puede alterar el fenotipo resultante comparado con la interaccién
pareada, es por esto que es importante considerar la presencia de la comunidad al
momento de estudiar interacciones, sobre todo en interacciones de competencia. La
produccion de antibidticos normalmente se asocia a interacciones de inhibicion de
competidores, sin embargo recientes estudios revelan como las interacciones
sociales son capaces de modificar estos fenotipos ya sea suprimiendo o
aumentando la inhibicion. Aburdan et al. (2015) muestran como interacciones
inhibitorias entre cepas de Streptomyces son modificadas con la presencia de una
tercer cepa, que en unos casos produce estimulos que aumentan la produccion del
metabolito asociado al antagonismo y por otro lado algunas otras lo suprimen. Este
fendmeno se asocia al mantenimiento de la diversidad en la comunidad al convertir
interacciones letales en interacciones neutrales que garantizan la supervivencia de
ambos interactores (Abrudan et al., 2015).

La presencia de una tercera especie en una interaccién puede conducir a un cambio
en las interacciones que en algunos casos beneficia a las primeras dos especies.
Aunque en un cocultivo la mayoria de los genotipos se benefician fuertemente, no
necesariamente todas las interacciones son benéficas, ya que la tercer especie



puede entrar en una interaccion no benéfica. Suponiendo una red de tres especies,
en la que inicialmente solo dos estan en un cocultivo y compiten por el mismo
nutriente, ésto conduce a una competencia que causa fenotipos negativos al menos
a una de ellas, pero si después se afade a la interaccion una tercera especie capaz
de sintetizar el nutriente limitante y liberarlo al medio, entonces la competencia entre
las dos primeras ya no ocurre ya que ahora son capaces de crecer bien y por ende
terminan perjudicando a la tercera, al ya no tener disponible el nutriente que liberaba
al medio (Mitri & Foster, 2013).



1.3 Modelos de interacciones microbianas

Durante los ultimos afios se han propuesto modelos con el propésito de explicar la
dindmica de las interacciones bacterianas dentro de las comunidades. Estos
modelos han aportado una gran cantidad de informacion que nos permite entender
de mejor manera las dinamicas en las interacciones bacterianas. Actualmente no
existe un modelo que logre explicar las interacciones en toda clase de comunidades,
esto debido a que los modelos establecidos hasta ahora solo pueden explicar estas
dindmicas para una clase especifica de ambientes o comunidades. De igual forma
las dinamicas pueden cambiar dependiendo del contexto ecoldgico, es decir, un
modelo que explique las interacciones en una comunidad de suelo puede no
explicar la dinamica en una comunidad marina donde el ambiente es poco
estructurado. Cada modelo ha aportado algo al entendimiento de las interacciones,
asi como ninguno es el modelo definitivo que puede explicar toda la dinamica en
una comunidad, es por esto que vale la pena repasar los modelos mayormente
aceptados tomando en cuenta sus aciertos, asi como sus falencias.

1.3.1 Redes de interaccion intransitivas

Existen diversos mecanismos para que se de una competencia intransitiva en una
red de interacciones, estos mecanismos normalmente dan como resultado el
mantenimiento de la diversidad. Las interacciones intransitivas comunes son
aquellas que son ciclicas, y no hay una jerarquia. No todos los mecanismos que
llevan a la intransitividad involucran a la competencia por medio de la produccién de
antibidticos, aunque existen otros mecanismos que surgen de aspectos como mejor
competitividad dependiendo del uso de algun recurso o diferentes estadios de vida.
Cuando existe una diferencia en la competitividad de los miembros de una
comunidad bacteriana a través de su capacidad de utilizar un recurso (Fig. 1.2 (1)) o
dependiendo de su estadio de vida (Fig. 1.2 (2)) normalmente no existe una bacteria
que se sobreponga a las demas en el uso de todos los recursos o en todos los
estadios de vida (Palmer et al., 2013; Edwards & Schreiber, 2010).

Otro mecanismo que conlleva a las interacciones intransitivas es la estrategia
utilizada por las bacterias para su supervivencia. Por ejemplo, una bacteria
altamente agresiva tiene una ventaja en interacciones en igualdad de condiciones,
sin embargo, cuando son abundantes el costo por ser tan competitivo es muy alto y
son facilmente invadidas por bacterias de las llamadas “cheater” (Qque puede surgir
de la misma poblacién por pérdida de la capacidad de sintetizar la costosa molécula
antagonista). De igual forma una gran abundancia de “cheaters” es facilmente



invadida por bacterias de comportamiento menos agresivo que en cambio puede ser
invadida por bacterias agresivas cuando estas son muy abundantes (Fig 1.2 (3))

(Sinervo & Lively 1996).
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Figura 1.2. Mecanismos que favorecen las interacciones intransitivas. Las interacciones
intransitivas se dan por diversos mecanismos, entre ellos estan (1) el cambio de la competitividad a
través de recursos, (2) a través del estadio de vida, (3) por trade-offs de comportamiento o (4) por
competencia y (5) por la produccion, resistencia y sensibilidad a toxinas (tomado de Gallien, 2017).

Trade-offs, en espafiol contrapartida o compromiso, sobre velocidad de crecimiento
y velocidad de utilizar nutrientes (Fig. 1.2 (4)), asi como la produccion de
sensibilidad y resistencia a toxinas (Fig. 1.2 (5)), son mecanismos que comunmente
llevan a interacciones de tipo intransitivo. La velocidad a la cual una bacteria asimila
un recurso puede generar una ventaja sobre las que lo consumen de manera lenta,
gue a su vez tienen una ventaja en su velocidad de crecimiento la cual genera una
ventaja sobre una cepa con velocidad de consumo de recursos intermedia que tiene
una ventaja competitiva sobre la que mas rapido los consume (Nahum et al., 2011).
Por ultimo estan las redes de interaccion intransitivas que cumplen con el modelo de
piedra-papel-tijeras donde se encuentra una cepa capaz de producir un compuesto
que inhibe a una de las bacterias, dicha bacteria a pesar de ser sensible a la
inhibicion tiene una ventaja competitiva sobre la tercer bacteria que es resistente a
la inhibiciéon (una resistencia activa que requiere sintesis del producto) y por ende



tiene una ventaja evolutiva contra la bacteria productora del compuesto antagonista
(Kerr et al., 2002, Kirkup & Riley, 2004).

1.3.2 Piedra-papel-tijeras

Quizas el tipo mas estudiado de interaccién intransitiva es el de piedra-papel-tijeras,
donde se forma una red de interaccién que asemeja al juego del mismo nombre.
Este modelo se representa por medio de tres especies donde existe una
competencia en donde la especie A es mejor competidor que la especie B (A > B), B
> C y la especie C es mejor competidor que la especie A lo cual genera un ciclo de
interacciones intransitivas (Gilpin, 1975; May & Leonard, 1975). Este modelo
anteriormente ya habia sido empleado en otras areas de la ciencia y en la ecologia
para tratar de entender la competencia entre diversas especies (Sinervo & Lively,
1996; Buss & Jackson, 1979; Paquin & Adams, 1983). En el area de la ecologia
microbiana el primero en proponer este modelo para explicar interacciones en
comunidades bacterianas fue Kerr et al. (2002), el cual utilizé tres cepas de E. coli
las cuales cumplen el modelo de piedra-papel-tijeras, donde una de las cepas es
capaz de producir colicina (C) la cual inhibe el crecimiento de otra de las cepas (S) y
la tercer cepa es capaz de resistir a la colicina (R). La red establece que C desplaza
a S (por medio de la accion de la colicina), S desplaza a R (S tiene una ventaja de
crecimiento) y R desplaza a C (R tiene una ventaja de crecimiento). Por medio de
ensayos de confrontacion y simulaciones in silico Kerr propone que esta clase de
modelos logran mantener la diversidad en un ambiente local y estructurado, ya que
se mantiene la presencia de las tres cepas.

A pesar de que el modelo de piedra-papel-tijeras ha tenido gran aceptacion dentro
del area de ecologia bacteriana es un modelo que se encuentra muy restringido ya
que solo es aplicable a ambientes estructurados, si es un ambiente no lo esta como
lo puede ser un ambiente marino o uno que es propenso a perturbaciones dicho
modelo no explica la dinamica. El mismo trabajo de Kerr describe como este modelo
solo funciona a nivel local ya que a nivel global, la diversidad no se mantiene pues
sobrevive unicamente una de las tres bacterias. De igual forma por medio de
experimentos en placa ellos mismos observan como solo cuando la placa esta
estatica puede mantenerse la diversidad y cuando la placa se esta mezclando o el
experimento se efectua en un frasco solo una bacteria puede ser recuperada a lo
largo de 70 generaciones (Kerr et al., 2002). Basicamente la limitante mas grande
del modelo piedra-papel-tijeras es que solo puede aplicarse a ambientes
estructurados y de manera local ya que sin esta estructura el modelo colapsa y la
diversidad se pierde. Es de resaltar que en este modelo se utilizan cepas
isogénicas, en donde solo el factor resistencia o antagonismo se modifica. En las
comunidades naturales son cientos los genes que pueden ser distintos aun dentro



de la misma especie, por lo que se puede observar un trade-off en una direccion y
otro en la direccion contraria.

1.3.3 Redes de interaccion jerarquicas

Algunos modelos de interacciones microbianas tratan de explicar las interacciones
de manera jerarquica, es decir, donde las bacterias crean redes donde se ordenan
dependiendo de su habilidad competitiva, donde las bacterias que se encuentran en
la parte superior de la jerarquia son las que tienen ventajas competitivas en
comparacion de las que estan por debajo de la jerarquia. El principio basico de
estas redes esta basado en el principio de exclusion competitiva donde las bacterias
que interactuan entre ellas pueden ordenarse en redes jerarquicas dependiendo de
su habilidad para competir y donde la dinamica es dominada por el mas apto para
dicho ambiente (Foster & Bell, 2012).

A diferencia del modelo de piedra-papel-tijeras esta clase de redes no ha sido
estudiadas tan ampliamente, pero existen algunos trabajos que proponen la
existencia de estas redes en comunidades de bacterias, en especial el comunidades
de suelo o sedimento. La competencia en comunidades de suelos es muy grande
debido a la gran diversidad de bacterias que en ellas habitan y a su gran capacidad
metabdlica. Un ejemplo de bacterias que habitan estas comunidades es el género
de Streptomyces. Estas bacterias han sido ampliamente estudiadas debido a que
forman parte activa de las interacciones de una comunidad bacteriana ya que
cuentan con una gran capacidad de sintetizar antibioticos. Wright y Vetsigian (2016)
realizaron una red de interacciones antagénicas entre 18 aislados de Streptomyces.
Las interacciones se realizaron de forma pareada, en ella se clasificaban de forma
en una jerarquia a las cepas dependiendo de su capacidad antagonista, donde las
cepas mas antagonista (con mayor capacidad competitiva) se clasificaban en lo alto
de la jerarquia, a excepcion de 4 interacciones que generan antagonismo en contra
de la jerarquia, las otras otras interacciones cumplian con la jerarquia. El trabajo por
Wright y Vetsigian entre otras cosas propone al antagonismo como un mecanismo
que genera una ventaja competitiva en las comunidades, ademas revela una mayor
complejidad en las dinamicas de las interacciones ya que el modelo jerarquico
propone una enorme ventaja competitiva de las especies que estan en la parte
superior de la jerarquia lo cual contradice al modelo ciclico de estabilidad que
propone el de piedra-papel-tijeras.

Otro trabajo de investigacion realizado por Pérez-Gutiérrez et al. (2013) propone un
modelo jerarquico en una comunidad de Bacillus aislados de sedimento. Se
utilizaron 72 aislados pertenecientes a 5 sitios los cuales se probaron mediante



interacciones pareadas y se determiné si existia antagonismo entre ellas. Las redes
construidas con dichos resultados mostraron un claro comportamiento jerarquico
basado en el antagonismo de las bacterias sobre miembros de la comunidad donde
bacterias que se encontraban en la cima de la jerarquia se consideraban las mas
antagonistas o con mayor capacidad competitiva y las de las partes inferiores son
en teoria las que tienen la mayor desventaja competitiva. En los resultados de las
interacciones también se encontré la presencia de cepas que no mostraron
antagonismo contra ninguna de los aislados de la red y que eran resistentes a los
antagonismos ejercidos por los miembros de la parte superior de la jerarquia, estas
cepas se les clasificd como resistentes. Estas redes se realizaron entre los aislados
de cada sitio y entre sitios y el resultado fue el mismo, lo que cabe resaltar es que
cuando se realizaban las interacciones entre sitios las interacciones antagonicas
aumentaban lo cual se atribuye a la importancia de las interacciones antagonicas
para el ensamblaje de la comunidad (Pérez-Gutiérrez et al., 2013).



1.4 Interacciones en comunidades bacterianas de suelo y
sedimento

Los suelos ya sean agricolas, urbanos o sedimentos estan siempre poblados por
una gran cantidad de bacterias que a sus vez viven en comunidades y llegan a
cumplir funciones tan importantes como los procesos biogeoquimicos (Kim et al.
2008). Al ser tan abundantes y al cumplir procesos de suma importancia en el suelo
las bacterias de comunidades son de gran interés cientifico, sin embargo su estudio
genera un gran desafio para la ecologia actual, ya que se han encontrado hasta
8,300,000 genotipos en un gramo de suelo agricola (Gans et al., 2005). A pesar de
la gran diversidad no todos los suelos son igualmente diversos, la diversidad cambia
dependiendo de ciertos factores, en especial factores abiéticos como el pH, ya que
suelos acidos tienen normalmente una baja diversidad a diferencia de suelos con pH
neutral donde la diversidad aumenta (Fierer & Jackson, 2005). Debido a su gran
diversidad se puede asumir que las interacciones bacterianas en una comunidad de
suelo son abundantes. Algunos estudios han propuesto que una sola célula en el
suelo puede tener un promedio de 120 células vecinas con las cuales interactua
(Raynaud & Nunan, 2014), estas interacciones tienen sin duda un efecto sobre los
procesos del suelo, asi como para el ensamblaje de las comunidades. Ahora, esto
solo es una suposicidn y habria que explorar mas ampliamente, pues la estructura
espacial y formacién de estructuras como biocapas pueden limitar las interacciones.

En comunidades de suelo o sedimento las interacciones son las que establecen la
estructura de la comunidad. Comunmente las interacciones van a conllevar a la
competencia tanto de espacio como por recurso (Hibbing et al., 2010). En el caso de
competencia en las comunidades las interacciones antagonistas pueden ser
favorecidas, donde uno de los interactores por lo general lanza al ambiente un
compuesto téxico para las bacterias no productoras de éste. Esta clase de
interacciones en comunidades de suelo llegan a tener consecuencias menos
perjudiciales para las no productoras en comparacion de lo que sucederia en un
ambiente liquido. Mientras que la estructura del suelo hace menos susceptibles a
una extincién a las no productoras, en medios liquidos esto puede causar la
extincion de las bacterias sensibles (Chao & Levin, 1981; Greig & Travisano, 2008).
La coexistencia entre fenotipos antagdnicos y sensibles que se obtiene en
ambientes como el suelo solo puede lograrse de manera local y por los miembros
de la comunidad (Kerr et al., 2002; Kim et al., 2008).

Muchos de los estudios sobre dinamica e interacciones en comunidades de suelo se
han realizado en Streptomyces, debido a que estas bacterias son ubicuas en suelos



y sedimentos marinos. Ademas de su ubicuidad Streptomyces tiene un gran
potencial de produccion de antibidticos siendo de esta bacteria de donde se han
aislado la mayoria de los antibiéticos actuales (Tanaka & Omura, 1990; Watve et al.,
2001; Challis & Hopwood, 2003). Tomando en cuenta que las interacciones
antagodnicas se consideran las mas abundantes entre las interacciones microbianas
esto hace a Streptomyces un buen modelo de estudio. Recientes trabajos
enfocados en cepas de Streptomyces que fueron aisladas de diversas muestras de
suelo resalta cdmo las interacciones inhibitorias son seleccionadas de forma positiva
en bacterias aisladas del mismo sitio. Kinkel et al (2014) observaron que si se
confrontaban las bacterias en busca de inhibicion se encontraban en mayor
abundancia las interacciones inhibitorias en cepas aisladas del mismo sitio que al
confrontar cepas de sitios distintos. Una explicacién podria ser que en cepas del
mismo sitio el sobrelape de nicho puede ser mayor, y por ende haber mayor
inhibicion (Kinkel et al., 2014), en este caso la estructura que tienen las bacterias en
el suelo pudiera evitar este sobrelape y minimizar las interacciones inhibitorias. Pero
otra explicacion seria que las mismas condiciones de la comunidad cause que no se
exprese el antagonismo o que este sea minimizado por la presencia de otras
bacterias.

1.4.1 Comunidades de sedimento en el sistema Churince de
Cuatrociénegas

En recientes anos el sistema de Churince en Cuatrociénegas, México ha sido objeto
de estudio debido a su gran diversidad de aislados bacterianos obtenidos del agua y
sedimentos de este sistema, esto debido a su peculiar historial geoldgico (Souza et
al., 2006). El sistema Churince, y en general el valle de Cuatrociénegas, es un
sistema oligotrofico que a pesar de eso tiene una gran diversidad microbiologica y
del cual se han aislado diversos linajes de Bacillus spp. (Cerritos et al., 2011;
Rodriguez-Torres et al., 2017; Souza et al., 2018). A pesar de que el sistema tiene
nutrientes muy limitados las bacterias han encontrado diferentes estrategias para
mantener sus comunidades y aprovechar los pocos recursos disponibles, esto al
igual que lo observado en otros sistemas oligotréficos (Kuznetsov et al.,, 1979). El
estudio del sistema Churince ha mostrado tener un gran potencial para el estudio de
comunidades de sedimento y el ensamblaje de estas, asi como la dinamica de las
interacciones.

El uso de bacterias del género Bacillus aisladas de Churince ha sido util para el
estudio de interacciones antagonicas ya que en trabajos previos se ha reportado
que estas bacterias tienen la capacidad de sintetizar compuestos antagonicos como



lo son bacteriocinas (Pérez-Gutiérrez et al., 2013; Aguirre-von Wobeser et al., 2014).
Como se explico anteriormente, un estudio realizado con cepas de Bacillus spp.
demuestra como el ensamblaje de estos aislados se da en base a las interacciones
antagobnicas y no de manera azarosa (Pérez-Gutiérrez et al., 2013). El estudio se
realizé confrontando 78 aislados de Bacillus spp. de sitios distintos, la confrontacion
se realiz6 de forma pareada con cuyos datos se realizaron redes jerarquica que se
asemejan a redes alimenticias (Fig 1.3.), donde se encontraron cuatro niveles
jerarquicos de acuerdo al nivel de antagonismo (Pérez-Gutiérrez et al., 2013).
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Figura 1.3. Red de antagonismo dentro de los sitios y a través de los sitios. La figura muestra
redes de interacciones antagonicas aisladas de dos sitios distintos (2 y 3) en el sistema Churince en
Cuatrociénegas, Coahuila, la jerarquia esta basada en el grado de antagonismo, el color de los
simbolos representan el grupo taxondmico al que pertenecen los aislados y el tamafio el nivel de
antagonismo, las lineas representan la existencia de antagonismo entre los aislados. La red de abajo
muestra las redes de interaccion entre sitios (2 vs 3) en la cual las interacciones antagodnicas
aumentan (tomado de Pérez-Gutiérrez et al., 2013).

En estas redes se muestra como diferentes grupos taxondmicos juegan roles
ecologicos especificos dentro de cada sitio. Las confrontaciones se realizaron para
cada sitio y ademas se realizaron a través de sitios para observar como cambiaban



las redes de antagonismo. Lo observado al confrontar bacterias de diferentes sitios
fue que las interacciones antagdnicas aumentaron (Fig 1.3.), dicho aumento en el
antagonismo entre sitios contrasta con lo reportado por Kinkel et al. (2014) en
Streptomyces donde las interacciones antagonicas se favorecen entre bacterias del
mismo sitio.

Zapién-Campos et al. (2015) de igual forma demuestra como la estructura tiene una
gran influencia sobre el ensamblaje. Mediante simulaciones con un autémata celular
alimentadas por datos experimentales de las 78 cepas de Bacillus spp. de
Pérez-Gutiérrez et al. (2013) se demostré como en un ambiente estructurado y bajo
condiciones controladas la comunidad compuesta por los 78 aislados mantiene su
diversidad y asegura la supervivencia de todos los aislados a pesar del antagonismo
mostrado por algunos de los aislados. La supervivencia de las cepas mas sensibles
e incapaces de antagonizar se debe a la formacién de “parches bacterianos”
(secciones o manchas). En dichos parches la cepa sensible se rodea de una
especie resistente al antagonismo e incapaz de antagonizar, la cual la protege
generando una barrera contra el antagonismo. En este caso la presencia de las
cepas resistentes, las cuales se creia no interaccionaban de manera importante en
las redes de interacciones, representan una parte importante del ensamblaje de la
comunidad y de su mantenimiento. Este resultado mantiene cierta relacién con lo
publicado por Kelsic et al. (2015) donde demuestran que especies resistentes
pueden tener un papel de estabilizadoras en interacciones antagonistas.



1.5 Ecologia sintética

Como se menciond anteriormente la complejidad en comunidades bacterianas es
inmensa y el tratar de abordar todas las variables puede ser complicado en un
experimento debido a la cantidad de datos que se pueden llegar a generar. Es por
es0 que en trabajos como este se busca acotar esas variables y hacer experimentos
que permitan generar los datos suficientes para entender estos sistemas tan
complejos y asi ampliar este tipo de proyectos a sistemas mas robustos. Debido a la
complejidad del estudio de sistemas bioldgicos en la actualidad, campos de la
ciencia como la biologia sintética han tenido un gran auge en los ultimos afos
enfocandose principalmente al estudio y desarrollo de circuitos genéticos (Sprinzak
& Elowitz, 2005). La biologia sintética al enfocarse unicamente a nivel genético deja
de lado sistemas mas complejos como lo son las comunidades microbianas, por eso
en los ultimos afos se han desarrollado estudios de lo que se le ha llamado
ecologia sintética, cuyo objetivo es el estudio de microorganismos y sus
interacciones dentro de una comunidad (Shou et al. 2007; Fredrickson, 2014;
Grol3kopf & Soyer, 2014; Escalante et al., 2015; Kelsic et al., 2015; Dolinsek et al.,
2016; Johns et al., 2016; Zomorrodi & Segre, 2016).

Mientras que la biologia sintética se enfoca en la construccion de circuitos genéticos
utilizando genes como bloques de construccion, la ecologia sintética utiliza una
mezcla de especies para formar un sistema ecoldgico sintético, el cual obliga a las
especies dentro de la mezcla a interaccionar y en algunos casos a cooperar, dichos
sistemas sintéticos se utilizan como base para el estudio de sistemas mucho mas
robustos. Dentro de lo que es la ecologia sintética de microorganismos se trata del
disefio, construccion y entendimiento de consorcios microbianos sintéticos
(Dunham, 2007).

La ecologia sintética ha sido alimentada por el gran avance de la biologia sintética la
cual nos ha permitido tener un entendimiento mucho mayor de microorganismos que
ahora somos capaces de controlar e incluso programar para nuestro beneficio. Este
avance a generado diversas aplicaciones para estos microorganismos (Khalil &
Collins, 2010), es por esta razon que se han utilizado para buscar entender sistemas
complejos. La ecologia sintética puede enfocarse para la construccion de
comunidades sintéticas que nos permitan un mayor entendimiento de lo que sucede
cuando diversos microorganismos interaccionan juntos en una comunidad.



1.5.1 Comunidades sintéticas

Las comunidades microbianas tienen una influencia crucial en distintas clases de
procesos, desde procesos biogeoquimicos, influencia sobre la salud de plantas y
animales por la transformacién de nutrientes, hasta procesos biotecnolégicos, sin
embargo el entendimiento de las interacciones que median el ensamblaje de estas
comunidades aun es escaso. La falta de informacion critica es en muchos casos
consecuencia de la complejidad de dichas comunidades, ya que el estudio de
sistemas tan complejos implica tomar en cuenta una gran cantidad de variables v,
de igual forma hay que agregar la dificultad del aislamiento o identificacion de cada
uno de los miembros de la comunidad. El uso de nuevas tecnologias como lo son la
genodmica y la transcriptomica, asi como nuevos enfoques como la biologia y
ecologia sintética nos pueden permitir un mejor entendimiento de las comunidades
microbianas asi como el de sus interacciones lo cual nos puede ayudar a encontrar
respuestas a preguntas a las cuales antes no teniamos acceso.

La microbiologia en recientes afios ha utilizado este enfoque para el disefio de
comunidades bacterianas sintéticas, que permitan el estudio de fendmenos
altamente complejos bajo condiciones mas controladas. El establecimiento de
comunidades sintéticas puede hacerse bajo distintas condiciones, en algunos casos
pueden ser comunidades donde coexistan combinaciones inusuales de especies
silvestres, que en la naturaleza no estarian coexistiendo, o por el contrario la
modificacion de bacterias para crear ecosistemas artificiales. Tal vez una de las
ventajas mas grandes de la ecologia sintetica es la posibilidad de utilizar
propiedades inherentes de una comunidad para poder disefar comunidades
sintéticas que realicen tareas que una sola especie es incapaz de realizar. En
muchos casos estas propiedades mas que ser aprovechadas son evitadas,
propiedades de las comunidades como la diversidad, competencia, division de
labores y la interdependencia obligada pueden ser usadas como herramientas para
el estudio de comunidades (Zomorrodi & Segré, 2015).

Las propiedades emergentes de una comunidad estan fuertemente influenciadas
por las interacciones entre bacterias pertenecientes a estas comunidades. Dichas
interacciones tienen un papel fundamental en cdmo se estructuran las comunidades,
la dinamica que siguen en el tiempo, asi como un papel fundamental en el
mantenimiento de la diversidad (Pérez-Gutiérrez et al., 2013; Wright & Vetsigian,
2016). Las interacciones en las comunidades estan fuertemente influenciadas por la
presencia de compuestos difusibles en el medio, asi como por el contacto directo
entre células (Ryan & Dow, 2008; Keller Surette, 2006; Faust & Raes, 2012; Dubey
& Ben-Yehuda, 2011; Pande et al., 2015).



Como se menciond antes existen diferentes estrategias para el disefio de estas
comunidades artificiales y el principal criterio para seleccionar dicha estrategia es el
entender la pregunta cientifica que se busca contestar o el fin o producto que se
piensa obtener. Tomando en cuenta esto se pueden disefar comunidades sintéticas
con diversos fines las cuales pueden contestar preguntas como el impacto de la
interacciones y factores ambientales en la evolucion, dinamica y preservacion de las
comunidades.

Una de las estrategias para el establecimiento de comunidades sintéticas es el
cocultivo de especies silvestres en un ambiente que asemeja las condiciones que
pudieran encontrarse en la naturaleza. Con este tipo de estrategias se estudia
normalmente la interaccion de bacterias que son capaces de dividir labores, por
ejemplo bacterias sulfato reductoras que utilizan lactato como unica fuente de
carbono y lo convierten en acetato o formato que es utilizado por otra especie
metanogénica que seria incapaz de utilizar el lactato como fuente carbono (Schink,
1997). Otra de las estrategias mas usadas es la modificacion genética de bacterias
para inducir una interaccién entre ellas, un ejemplo basico de este tipo de ensayos
es cuando se modifica una bacteria para que sea capaz de producir el aminoacido
esencial para otra especie incapaz de producirlo (Wintermute & Silver, 2010) o el
disefio de una red de piedra-papel-tijeras donde una bacteria es capaz de producir
un antibidtico que es capaz de inhibir a una segunda especie y ésta a su vez inhibe
a una tercera que es capaz de inhibir a la primera (A > B > C > A) y donde cada una
es disefiada para resistir a los otros dos antibiéticos (Kerr et al., 2002). La induccion
de interaccién por medio del quorum sensing o alguna molécula de senalizacién de
igual forma se ha utilizado para el disefio de comunidade sintéticas y otros como los
modelos de perturbacion, en los cuales se cambian las condiciones para inducir una
interaccién o un cambio en ellas (Zomorrodi & Segre, 2015).



Objetivo

Evaluar la respuesta a la interaccion antagonica en una comunidad sintética de tres
especies de Bacillus en una dinamica con diferentes contextos.

Especificos

e Disenar un comunidad sintética de Bacillus de comunidades de sedimento de
Cuatrociénegas Coahuila con cepas de distintas especies, fenotipos
distinguibles y distintos roles de antagonismo, sensibilidad y resistencia.

e Evaluar los fenotipos en el contexto de la comunidad sintética mediante una
dinamica temporal de muerte celular.

e Medir la respuesta transcripcional de la cepa sensible en diferentes contextos
de interaccion.



Metodologia
2.1 Seleccion de cepas

Las cepas que se emplearon en este trabajo se seleccionaron de entre 78 cepas
que fueron aisladas de cinco comunidades de sedimentos del sistema de agua de
Churince en Cuatrociénegas, México (Pérez-Gutiérrez, R. A. et al., 2013). En este
trabajo se buscd seleccionar tres cepas que cumplieran tres criterios: 1) Tener
distintos roles en una red de interacciones: resistente y no antagonista; resistente y
antagonista; no resistente y antagonista (Figura 2.1). 2) Tener fenotipos coloniales
distinguibles para su seguimiento por plaqueo, y 3) Ser genéticamente distintos
(distintas especies) para poder identificar la procedencia de los genes expresados
en un analisis transcriptomico.

Para la seleccion se procedio a la realizacion de ensayos de antagonismo, utilizando
cinco cepas: 43 (B. subtilis); 112 (B. subtilis); 145 (B. pumilus); 111 (B. cereus); 20a
(B. horikoshii). Para cada una de las cepas se realizaron ensayos donde una de las
cepas se colocaba como tapete bacteriano dentro del agar y posteriormente se
colocaron gotas del cultivo de las otras sobre el tapete para ver halos de inhibicion.
Los tapetes bacterianos se realizaron con cultivos en fase estacionaria los cuales
fueron crecidos en medio marino liquido (MM-L) a 28° C con agitacién constante.

a) Resistente y no
antagonista

b) Resistente y
antagonista

c) No resistente y no
antagonista

Figura 2.1 Fenotipos a seleccionar. Los fenotipos que se seleccionaron respetan las siguientes
interacciones, donde encontramos tres fenotipos, el a) resistente, b) antagonista y c) sensible o
antagonizada.



Los tapetes bacterianos se realizaron adicionando 5 ml del cultivo en fase
estacionaria a 100 ml de medio marino con agar (MM-A) justo antes de solidificarse.
El medio se vertio en placas petri de 90x15 mm. Al tapete bacteriano ya sdlido se le
inocul6 una gota de 5 pl de los cultivos que se buscaban probar como antagonistas.
Las placas se incubaron a 28° C por 72 horas. A las 72 horas se determind el
antagonismo por medio de la formacion de halos de inhibicion alrededor de las
colonias de las cepas a interaccionar.

Las cepas se seleccionaron no solo en base a su antagonismo, sino que se
consider6 que dichas interacciones fueran reproducibles, los fenotipos de las cepas
también fueron un factor importante para la selecciéon ya que se buscaron fenotipos
claramente diferenciables entre ellos en una placa petri, esto para su diferenciaciéon
durante las interacciones y la cuantificacion de UFC. Las tres cepas seleccionadas
fueron: 111 (Bacillus cereus), 145 (Bacillus pumilus) y 20a (Bacillus horikoshii).

2.2 Dinamica temporal de muerte celular

2.2.1 Cinéticas de crecimiento y estandarizacion de las interacciones

Para explorar la dinamica de las interacciones entre bacterias con diferentes roles
en una red de interacciones se realizaron ensayos de confrontacién entre ellas.
Como primer paso para determinar dicha dinamica se realizaron las cinéticas de
crecimiento, de las tres cepas seleccionadas. Estas cinéticas se realizaron en MM-L
en matraces nefelométricos con fondo bafleado con 30 ml de medio. La cinética se
inicid con un inéculo de 100 pl de un cultivo de la cepa en fase estacionaria, el
crecimiento se realizé a 28° C en agitacion constante y se midié la absorbancia del
cultivo cada hora en el equipo colorimétrico Klett-Summerson.

Para estandarizar la cantidad de cada cepa durante la interaccion se realizé una
curva de calibracién para cada una de ellas, mediante una cinética de crecimiento
en donde cada hora se midi6 la absorbancia en el equipo Klett-Summerson. De
igual forma se tomaron 100 ul de cultivo de los cuales se realizaron diluciones que
posteriormente se plaquearon en MM-S (Fig 2.2). Las placas inoculadas de MM-S
se incubaron a 28° C durante 48 horas y al final de estas se cuantificaron unidades
formadoras de colonias (UFC). Las absorbancia de la cinética de crecimiento se
correlacioné con las UFC y se realiz6 una curva de calibracion.



2.2.2 Ensayos de confrontacion

Para determinar la dinamica temporal de muerte celular se realizaron ensayos de
confrontacién entre las cepas. Para dichos ensayos se realizaron por pares en todas
las combinaciones posibles y una interaccion triple. Para los ensayos de
confrontacién, al igual que para las cinéticas de crecimiento se utilizd un preinoculo
en fase estacionaria inoculando 100 pul del cultivo en 30 ml de MM-L en matraces
nefelométricos con fondo bafleado la cinética se llevd hasta el inicio de la fase
exponencial donde se alcanzé una cantidad de 8x10® UFC/ml, 2x10® UFC/ml y
1.5x10° UFC/ml; para la cepa antagonista, resistente y sensible respectivamente.
Cuando las cepas alcanzaron estas UFC/ml se procedio al ensayo de confrontacién
donde en pares y un triplete se pusieron a interactuar en un tubo Falcon estéril de
50 ml donde la proporcion de los cultivos fue distinta como se indica en la Tabla 2.1
esto para todas las combinaciones, ademas del cultivo de las cepas se aford con
MM-L para que el volumen de todas interacciones fuera igual.

_ Interaccion
Sensible
Flaqueo en MM
) N -
Antagonista : ! I.
K/ Dlluciones cada 5 min
Periodo de
30 min
Resistente

Figura 2.2 Metodologia general de los ensayos de interacciéon. En la figura se muestra la
metodologia general con la cual se realizaron los ensayos de interaccion, donde se parte de un
cultivo individual y posteriormente se realiza con confrontacion en tubos Falcon por un periodo de 30
minutos, durante este periodo se fueron tomando muestras cada 5 minutos para el plaqueo y la
posterior cuantificacion de UFC.



La interaccion se realizé en un periodo de 30 minutos, donde cada 5 minutos se
tomaron 100 pl de muestra de los cuales se realizaron diluciones y se plaquearon en
MM-S. Las placas se incubaron a 28 °C durante 48 horas, y después de este
periodo se procedié al conteo de las UFC para determinar las dinamicas de las
interacciones.

Tabla 2.1 Proporcién de las cepas en interaccion. En los ensayos de interaccion ya sea en pares
o triple la proporcion de las cepas es distinta, tomando como medida las UFC se determiné la
proporcién (en volumen) de cada cepa en la interaccion.

Interaccion UFC totales 20a UFC totales 145 UFC totales 111
Sensible vs Antagonista 3,4x10"° 3,25x10° -
Sensible vs Resistente 3,4x10"° - 8,4x108
Antagonista vs Resistente - 3,25x10° 8,4x108
Triple 3,4x10° 3,25x10° 8,4x10®

Para estos ensayos se realizaron controles en los cuales las cepas se colocaron de
manera individual en el tubo estéril de 50 ml durante el mismo periodo de tiempo y
se aforé con MM-L para alcanzar el volumen de las interacciones.

Después de observar los resultados de la interaccion entre la cepa sensible y
antagonista, se realizdé un ensayo de interaccién en el cual al final de los 30 minutos
que dura el ensayo original se le agregé nuevamente la misma cantidad de la cepa
sensible con la que inicié el ensayo (3,4x10) y se continué con el ensayo 35
minutos mas. Como en los ensayos anteriores se tomé muestra cada 5 minutos
para realizar diluciones y plaquear en placas de medio marino, estas se incubaron a
28 °C durante 48 horas, y de igual forma que en los ensayos anteriores se realizé el
respectivo conteo de UFC.

Con el fin de observar el efecto de la especie resistente sobre la interaccion
antagonica se diseid una variacion de los experimentos iniciales de antagonismo.
En estos ensayos se colocaba una gota del inéculo de la cepa a probar el
antagonismo sobre un tapete de la cepa a probar como antagonizada, se coloc6 una
segunda gota de la cepa resistente a apenas medio centimetro de la antagonista
esto en un tapete de la cepa sensible, para observar si la presencia de la cepa
resistente evita la formacion del halo de inhibicidon lo cual sugeriria una posible
degradacion del compuesto antagonista.



2.2.3 Autdémata celular

Con los datos generados con los ensayos de antagonismo y las cinéticas de
crecimiento se realizé un ensayo de automata celular (AC) con las tres cepas
utilizadas en dichos experimentos. Los datos que alimentaban este autdmata eran la
velocidad de crecimiento obtenida de la cinética de crecimiento, capacidad de carga
obtenida a partir de la fase estacionaria de la cinética de crecimiento, la red de
antagonismo obtenida de los ensayos de antagonismo. Se realizaron distintas
simulaciones del autdmata celular, y la diferencia entre las simulaciones fue en el
cambio de tres variables principalmente: si existe agitacion en la simulacién o no
(estructura espacial), probabilidad de muerte extrinseca (muerte por factores no
bidticos) y la proporcién inicial de cada cepa dentro del autdmata. Cada simulacion
se corrié en una matriz de 100 x 100, la cual simula una superficie de un sedimento.
Las simulaciones comenzaban con el 75 % de las celdas ocupadas por la poblacién
inicial y el 25% restante era para permitirles duplicarse y expandirse dependiendo
de su vecindario. En cada simulacion se realizaron 500 pasos o iteraciones en las
cuales existian tres escenarios posibles: que la célula se duplicara, que fuera
antagonizada o no pasara nada (Fig 2.3).

En total se realizaron 48 simulaciones distintas, con las variaciones antes
explicadas. De dichas simulaciones se obtuvieron graficas que se asemejan a
diagramas de calor, y los graficos permitieron evaluar los escenarios durante los
pasos de la simulacidon y como las dinamicas y proporciones de las bacterias
cambiaron en el tiempo. En particular se evaluaron los ultimos pasos o iteraciones
de cada simulacion o la interaccion donde se lleg6 al equilibrio.

Cualquier celda sobre la cuadricula del AC tiene unicamente 8 vecinos directos, y de
acuerdo a las reglas de iteracion del sistema, una vez que nos ubicamos en una
celda especifica soélo se elige uno de sus vecinos directos para interactuar. En este
sentido, los estados iniciales posibles y sus estados finales asociados se muestran
en la Figura 2.3. Tomando como referencia una bacteria A, podemos clasificar los
eventos que ocurren en funcion del resultado para esta bacteria como: benéficos,
no-benéficos e indiferentes. A su vez éstos pueden agruparse en dependientes de la
Matriz de Interaccion y dependientes de probabilidades. Tres eventos son
dependientes de la Matriz de Interaccidon: Antagonismo Ejercido (ae), Antagonismo
Recibido (ar) y Antagonismo Nulo (an), y s6lo dos son benéficos para incrementar la
poblacién: beneficio directo (antagonismo ejercido) y beneficio indirecto
(antagonismo nulo).
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Figura 2.3 Eventos que pueden ocurrir sobre la superficie del automata con base al estado
inicial. Los eventos posibles dentro del autdmata son la probabilidad de crecimiento, muerte o
estatica, los cuales resultan en condiciones benéficas-directas, benéficas-indirecta, no benéficas e
indiferente.



2.3 Analisis transcriptomico

2.3.1 Disefo experimental, extraccion y secuenciacion

Para observar la respuesta a una confrontacion a nivel de expresién en una
interaccion bacteriana se realizé un analisis transcriptomico. Se llevaron a cabo
interacciones y se cuantificaron como ya fue descrito, eligiendo para el analisis
transcripcional las interacciones que mostraron un fenotipo contrastante en la
dindmica. En este caso fueron la interaccion entre la cepa antagonista contra la
sensible y la interaccion triple, ya que estos son los fenotipos mas contrastantes en
relacion con la cepa sensible. Para la extraccion del RNA de las cepas durante la
interaccion, primeramente se realizé un ensayo de interaccion igual que el utilizado
para determinar la dinamica temporal de muerte celular. La metodologia que se
siguié para estos ensayos fue la descrita anteriormente la cual solo se modificé al
momento de tomar la muestra, ya que en este caso no se hicieron diluciones. Se
tomaron 1.5 ml de muestras de la interaccién la cual se centrifugd para solo
conservar la pastilla la cual se congeld en nitrdgeno liquido. Al igual que en los
ensayos de interaccion se tomo muestra en distintos tiempos del ensayo, y en este
caso los tiempos fueron: 0 y 5 minutos, esto para buscar una respuesta inmediata a
la interaccion. Para cada cepa se realizd un control en el cual se coloco la cepa sin
estar en interaccion en el tubo simulando el ensayo de interaccion y se tomaron
muestras por los mismos tiempos. Posterior a la toma de muestra se procedio a la
extraccion del RNA total.

Para la extraccion del RNA total se utilizo el kit The MasterPure™ (Epicentre ®) RNA
Purification Kit del cual se siguieron las indicaciones del manual proporcionado por
el proveedor. Dicho protocolo de extraccidn consta de tres pasos principales, en el
primero se lisaron las células que se encontraban en el paquete celular congelado
esto con la utilizaciéon de Proteinasa K, posteriormente se realizo la precipitacion de
los acidos nucleicos totales empleando primero el reactivo de precipitacion de
proteinas MPC para precipitar las proteinas y separarlas de los acidos nucleicos
luego utilizando isopropanol para precipitar los acidos nucleicos, y por ultimo se
utilizé DNasa para eliminar el DNA de las muestras.

Después de la extraccion se obtuvo RNA total el cual fue tratado para eliminar gran
parte del rRNA el cual constituye cerca del 85 - 90 % del RNA total. Para eliminacién
del rRNA se utilizo el kit MICROBExpress™ (Ambion ®) el cual esta disefiado para
la remocion del rRNA 16S y 23S con la utilizacion de un método de hibridacién por
captura. Para la utilizacién del kit MICROBExpress™ se siguio el protocolo descrito



en el manual proporcionado por el proveedor. Para remover el rRNA el RNA total se
incuba con una mezcla de oligonucledétidos de captura y un buffer de unién durante
15 minutos. Posteriormente se agregan perlas magnéticas las cuales contienen un
oligonucledtido que hibrida con el oligonucledtido de captura, y esta mezcla se
incubd por 15 minutos. Las perlas magnéticas con RNAs 16S y 23S unidos se
removieron utilizando un iman. El RNA al cual se le removié el rRNA se colocé en
un nuevo tubo. Las perlas magnéticas se lavaron brevemente, y finalmente el RNA
se precipitd con etanol. El RNA resultante contenia mRNA, tRNA, rRNA 5S y
algunos RNAs pequefios.

Después de la remocién del rRNA las muestras se mandaron a los Servicios
Gendmicos de LANGEBIO donde se prepararon las librerias a partir del mRNA y se
realizé la secuenciaciéon utilizando la plataforma de Secuenciacion por Sintesis
(SBS), con el sistema NextSeq 500 1 x 75 alto rendimiento de llumina. El
transcriptoma de las cepas en interaccion y sus respectivos controles (sin
interaccidn), se realizaron por duplicado y la extraccion de dichas muestras se
realizé en dos lotes distintos (Tabla 2.2).

Tabla 2.2 Diseiio experimental de los transcriptomas. El disefio experimental de los
transcriptomas abarcé la secuenciacion de las bacterias sin interaccion (controles) y las
combinaciones de las interaccion, el simbolo + significa cada una de las réplicas que se realizaron.

Interaccion/Tiempo 0 min 5 min
Sensible ++ ++
Antagonista ++ ++
Resistente ++ ++
Sensible vs Antagonista ++ ++
Triple ++ ++

2.3.2 Analisis del RNA-Seq

Después de la secuenciacion se obtuvieron lecturas correspondientes al RNA de las
cepas ya sea individuales o en interaccion, las cuales se analizaron mediante el uso
de distintos tipos de software. Para el analisis de los transcriptomas se utilizaron los
software mencionados en la Tabla 2.3 con su respectiva version y referencia. Los
distintos tipos de software se emplearon para el analisis del control de calidad, la



eliminacién de adaptadores, el mapeo, conteo de los transcritos y en analisis de los
mismos.

Tabla 2.3 Lista de software utilizado para el analisis de los transcriptomas. En la lista se
encuentran mencionados los distintos tipos de software empleados para el analisis de las lecturas
obtenidas en la secuenciacion.

Software Versién Referencia
FastQC v0.11.6 (Andrews et al. 2010)
MultiQC v1.2 (Ewels et al. 2016)
Trimmomatic 0.36 (Bolger et al. 2014)
samtools v1.4 (Li et al. 2009)
HISAT2 2.1.0 (Kim et al. 2015)
Python (HTSeq) 0.91 (Anders et al. 2015)
R 3.41 (R Development Core Team 2008)

2.3.2.1 Control de calidad y eliminacién de adaptadores

El control de calidad de los transcriptomas se realizé con FastQC y MultiQC, que
nos permitié determinar el contenido de GC, el tamafio de las lecturas obtenidas, asi
como detectar la presencia de adaptadores. MultiQC nos permite analizar mas de
una muestra a la vez, de ese modo se analizaron las muestras juntas. Para la
eliminacidon de los adaptadores se utilizé Trimmomatic; para eliminarlos se obtuvo la
secuencia de los adaptadores utilizados y con Trimmomatic estas secuencias fueron
buscadas dentro de las lecturas para después eliminarlas.

2.3.2.2 Mapeo

El genoma de las tres cepas utilizadas en este trabajo fue previamente secuenciado
en el laboratorio asi que el mapeo se realizé en base al genoma de referencia
(Zarza et al., 2017; Zarza et al., 2018). El mapeo nos permitié ubicar los transcritos
obtenidos de la secuenciacion en alguna de las regiones codificantes del genoma o
rRNA/tRNA. Para el mapeo se utilizé HISAT2 el cual es un algoritmo de mapeo para
RNA-seq que permitié el alineamiento de cada una de las lecturas contra un
genoma de referencia. El mapeo se realizé contra el genoma de referencia, en el
caso de los controles, contra un genoma doble en el caso de la interaccién entre



sensible y antagonista y contra un genoma triple para la interaccion entre las tres
cepas. Para el mapeo de igual forma se necesitdé un indice el cual indica las
coordenadas de los genomas por lo que dichos indices de igual forma se elaboraron
para las tres cepas y el indice doble y triple. Ya que el RNA-seq se realizé con
muestras que contenian RNA de mas de una especie, saber diferenciar entre
lecturas pertenecientes a cada cepa era primordial, por lo que se realizaron pruebas
para tratar de que los transcritos unicamente mapearan contra su genoma
correspondiente. En dichas pruebas los transcritos ya mapeados a cada uno de los
cepas se volvieron a mapear contra las cepas que no les corresponden y asi
verificar si que los transcritos mapeaban unicamente con su cepa correspondiente.
Los archivos resultantes del mapeo fueron tres: uno correspondiente a las regiones
codificantes (CDS), otro a los rRNAs y el ultimo a los tRNAs. Dichos archivos se
obtuvieron en formato SAM el cual fue utilizado posteriormente para el conteo de los
transcritos, mientras que para los analisis posteriores solo se utilizaron los mapeos
de CDS. En el caso de la interaccidon entre la cepa antagonista y sensible, y la triple
el archivo del mapeo incluyé el mapeo de dos y tres cepas respectivamente.

2.3.2.3 Conteo de transcritos

Para realizar el conteo de cuantos transcritos corresponden a cada gen o region del
genoma se utilizé HTSeq. El conteo de los transcritos se realizé utilizando el archivo
SAM que resulté del mapeo de HISAT2 y un archivo GFF de anotacién. El genoma
se habia anotado previamente por medio del servidor de RAST el cual permite una
anotacion basada en los subsistemas de genomas de bacterias o arqueas (Aziz et
al. 2008) y mediante EggNOG, el cual provee una anotacién basada en la anotacién
funcional de grupos ortélogos de proteinas (Huertas-Cepas et al. 2016). El conteo
de los transcritos generé una matriz con los IDs de los genes en la primera columna
y con el numero de los transcritos contados del gen en la segunda columna; estos
conteos se analizaron para obtener el nivel de expresion. Ya que el mapeo de la
interaccion entre antagonista y sensible, y de la interaccion triple tenian genomas
dobles y triples respectivamente de igual forma la matriz de los conteos tenian los
conteos de mas de una especie, en este caso como los genomas de referencia e
indices con mas de un genoma se elaboraron con un orden especifico, no fue
complicado separar las matrices de conteos utilizando los IDs de los genes.

2.3.2.4 Analisis de expresion diferencial

El analisis de expresion diferencial se realizé con la paqueteria edgeR de R (Love et
al. 2014). Para el analisis se utilizaron los conteos obtenidos con HTSeq. Primero se
eliminaron los genes con baja expresion, se convirtieron los conteos a conteos por



millon (CPM) y se realiz6 una normalizacion de los datos por medio de la
transformacion voom (Law et al., 2014).

De los contrastes posibles se eligid enfocarse en la especie sensible (20a), los
contrastes fueron los siguientes:

e Antagonismo: Especie sensible antagonizada por la presencia de la especia
antagonista a los 0 y 5 minutos de la interaccion comparada contra la cepa
sensible sin interaccion a los 0 y 5 minutos (control).

e Coexistencia: Especie sensible que no es antagonizada en la interaccién
triple a los 0 y 5 minutos de la interaccion comparada contra la cepa sensible
sin interaccion a los 0 y 5 minutos (control).

e Antagonismo vs coexistencia: Especie sensible antagonizada por la
presencias de la especia antagonista a los 0 y 5 minutos de la interaccion
comparada contra la especie sensible que no es antagonizada en la
interaccidn triple a los 0 y 5 minutos de la interaccion.

Para la busqueda de expresion diferencial se utilizé la prueba de “Modelo lineal para
datos de microarreglos” (Ritchie et al., 2015). Para identificar los genes con
expresion diferencial se utilizé una tasa de falsos descubrimientos menor a 0.05
(FDR < 0.05).



Resultados

3.1 Seleccion de cepas

Se seleccionaron las cepas que se emplearon en este proyecto comenzando por los
resultados de los ensayos de antagonismo. Como se menciona en la metodologia
los ensayos se realizaron en MM solido donde se buscaba observar halos de
inhibicién y asi se determinaba el antagonismo. Se hicieron tapetes bacterianos
para las cinco cepas a evaluar y se probaron contra las mismas cinco cepas. En el
caso del tapete de la cepa 111 (Bacillus cereus) no se observo antagonismo por
parte de ninguna de las cepas, al igual que para el tapete de 43 (Bacillus subtilis);
en el tapete de 145 (Bacillus pumilus) tampoco se observd antagonismo salvo un
ligero antagonismo por parte de la cepa 43 (B. subtilis); en el tapete de 112 (B.
pumilus) se observd antagonismo unicamente por parte de 145, y la cepa que fue
mas antagonizada fue 20a (Bacillus horikoshii) la cual era antagonizada por las
cepas 145, 112y 43.

Figura 3.1 Ensayos de antagonismo en Medio Marino con la cepa 20a (B. horikoshii) como
tapete. Con la formacion de halos de inhibicion se determiné el antagonismo por parte de las cepas
112, 145 y 43, de igual forma en la placa se observé como 111 no antagoniza a la cepa 20a.



En la Figura 3.1 se muestra la interaccion de las cepas sobre un tapete de la cepa
20a donde se observa el claro antagonismo de tres cepas, entre éstas destaca la
112 y la 145, ademas se observa cémo 111 no tiene el mismo efecto negativo sobre
el crecimiento del tapete. Se seleccionaron las cepas que cumplieron los roles en la
red de interacciones antes propuesta: 111 (B. cereus) resistente y no antagonista;
145 (B. pumilus) resistente y antagonista, 20a (B. horikoshii) sensible y no
antagonista.

A) 111 (B. cereus)

B) 145 (B. pumilus)

C) 20a (B. horikoshii)

Figura 3.2 Fenotipos coloniales de las cepas seleccionada. Las tres cepas seleccionadas
muestran diferentes morfologias coloniales lo cual permite su diferenciacion en un co-cultivo en
placa.

Como se muestra en la Figura 3.2 las cepas seleccionadas pertenecen a distintas
especies de Bacillus, y ademas sus colonias tienen distinto color y morfologia. La
cepa 111 forma grandes colonias blancas opacas con bordes irregulares, la cepa
145 forma colonias pequefias blancas y brillantes, y la cepa 20a forma colonias
pequefias y amarillas. Esos distintos fenotipos de las colonias sobre el medio MM-S



nos permitid la diferenciacion y la cuantificacion de las colonias durante los ensayos
de interaccion.

3.2 Cinéticas de crecimiento y curvas de calibracion

Las cepas ya seleccionadas fueron caracterizadas con base en su dinamica de
crecimiento ya sea en monocultivo o co-cultivo. El primer paso para determinarla fue
la realizacion de cinéticas de crecimiento donde se observé una clara diferencia
entre las curvas de las tres cepas, asi como en las absorbancias que alcanzaban en
la fase estacionaria. Aunque las cepas pertenecen al linaje de Bacillus las tres
tienen velocidades de crecimiento distintas ya que la cepa 145 es la que le toma un
menor tiempo llegar a su fase estacionaria, pues su fase lag fue mas corta, por el
contrario 111 y 20a tuvieron una fase lag mas larga (Figura 3.3). La fase lag es
generalmente la menos reproducible pues depende del estado fisiolégico del inéculo
utilizado. Cabe resaltar que 111 tiene una fase lag muy larga la cual se compensa
con su fase exponencial a la que llega rapidamente y que es mas corta lo cual le da
una pendiente mas inclinada (es mas rapido su crecimiento que el de las otras dos),
ademas de que esta cepa es la que alcanza una mayor absorbancia.
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Figura 3.3 Cinéticas de crecimiento. Las cepas muestran una curva claramente distinta entre ellas,
la cepa 145 es la primera en llegar a la fase estacionaria, sin embargo 111 es la que alcanza una
absorbancia mayor, por otra parte 20a muestra la absorbancia mas baja en su fase estacionaria 'y es
la que tarda mas en alcanzar esta fase.

Posterior a las cinéticas de crecimiento se buscé la comparacion de los datos de las
cinéticas (absorbancia) contra datos de UFC, para determinar de manera mas
precisa cuales serian las proporciones de bacterias que se inocularian durante los
ensayos de interaccion. Para esto se realizaron las curvas de calibracion para las
lecturas de las absorbancias y saber cuantas UFC habia por mL durante cada punto



de la cinética. Como se observa en la Figura 3.4, que muestra la curva de
calibracion de la cepa 145 se observa la correlacidon que se esperaba entre las UFC
y la absorbancia, ya que ambas aumentan de forma lineal a excepcién de una ligera
variacion en algunos puntos de la curva, lo cual se observo en las tres cepas.
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Figura 3.4 Curva de calibracion de la cepa 145. Los conteos de las UFC de cada punto de la
cinética muestras una relacién lineal con la absorbancia, a pesar de la ligera variacién se considera
que los datos de absorbancia nos pueden dar un aproximado de las UFC que se obtendrian en ese
punto de la cinética.

Los datos obtenidos con las curvas de calibracion nos permiten considerar que la
absorbancia en la fase exponencial nos puede indicar un aproximado de las UFC
que las cepas pueden tener en ese punto de la curva de crecimiento. De esta forma
se determinaron las proporciones que se inocularon de cada cepa para los ensayos
de interaccion. En base a las cinéticas y a las curvas de calibracion se determiné
usar la fase exponencial de las cepas para las interacciones ya que en esta fase es
cuando existe una mayor tasa de duplicacion y una menor muerte extrinseca.

3.3 Dinamica temporal de muerte celular

Los ensayos de interaccion revelaron la dindmica que siguieron las cepas cuando se
confrontaron a un competidor. Como se describio en el apartado 3.2 de
Metodologia, se realizaron interacciones en pares usando las tres combinaciones y
una interaccion triple. Los datos que se tomaron para la determinacion de la
dinamica fueron los conteos de las UFC/ml de las interacciones durante un periodo
de 30 minutos.

En la interaccion de la cepa 20a (sensible) y la cepa 145 (antagonista) se observo
algo que ya se habia reportado tanto en trabajos previos como en los experimentos



de antagonismo, y es que la cepa 145 tuvo un efecto de antagonismo sobre la 20a
lo que propicié un decremento en sus conteos de UFC en el tiempo que durd la
interaccion.

Durante los ensayos se observo un claro antagonismo por parte de la cepa 145, y
en estas pruebas de interaccion de igual forma se observdé mostrando una
importante reduccion de las UCF durante los primeros 5 minutos (Figura 3.5) de la
interaccion cayendo hasta un orden de magnitud. Para la cepa 20a se comenzo el
ensayo con casi diez veces mas UFC/mL que para la cepa 145, y aun asi fue
suficiente para que la gran parte de la poblacién fuera antagonizada de acuerdo al
conteo de UFC.
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Figura 3.5 Interaccién entre las cepas 145 y 20a. (A) Las UFC nos muestran una clara reduccion
de la cepa 20a durante la interaccion con 145, aunque esta reduccion se ve atenuada hacia el final
de la interaccion. (B) La interaccion de 145 con 20a se muestra como un claro antagonismo hacia
esta ultima.

Aunque la reduccion mas grande de UFC de las células de 20a fue durante los
primeros 5 minutos, las UFC de esta cepa continuaron disminuyendo aunque en una
proporciéon menor, y entre los 20 y 30 minutos el conteo de UFC de la cepa se
estabilizé. La cepa 145 fue ligeramente afectada por la interaccion ya que sus UFC
disminuyeron ligeramente, la razéon de esto no es clara aun, tal vez no sea
significativo.

3.3.1 Cambio en el contexto, cambio en la dinamica

Cuando se realizd el ensayo de interaccion con las tres cepas se observo un
resultado que hasta cierto punto fue inesperado, ya que cuando las tres cepas se
encuentran juntas no parece existir un antagonismo sobre la cepa 20a, o al menos
eso es lo que refleja el conteo de UFC. Las UFC de las tres cepas parecen tener
una ligera variacion, pero en ninguna de las tres se observa una disminucion de las



UFC en especial en la cepa 20a donde se mantiene con la mayor proporcion
durante toda la interaccién (Figura 3.6). La cepa 111 tuvo un efecto sobre el
antagonismo que se ejercia antes sobre 20a, dicho antagonismo fue bloqueado o
atenuado durante los 30 minutos que duro la interaccion en especial en los primeros
5 minutos tiempo en el que se habia observado la reduccién mas importante de la
cepa 20a en la interaccion con 145. El mecanismo de esta atenuacién del
antagonismo por lo pronto es desconocido pero se buscara posteriormente trabajar
en dilucidar en qué consiste.
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Figura 3.6 Interaccion triple. (A) El conteo de UFC de la cepa 20a no se reduce en la interaccion
con la cepa 145 cuando también se agrega la cepa 111, (B) la cepa 111 parece atenuar o bloquear el
antagonismo que recibe la cepa 20a por parte de la antagonista.

La interaccion entre 20a y 111 resultdé en un conteo donde ninguna de las dos cepas
se vio mermada en sus UFC ya que se mantuvieron las mismas UFC durante todo
el periodo del ensayo, esto de igual forma ya se habia observado en los ensayos de
antagonismo, donde no habia ningun tipo de halo de inhibicidn entre estas dos
cepas. De igual forma el ensayo entre 145 y 111 mostré una interaccion que podria
llamarse neutral, ya que ninguna vio afectadas sus UFC durante todo el experimento
(Figura 3.7).

Ademas del conteo de las UFC de las placas en las cuales se inocularon las
interacciones se tomo evidencia fotografica de cada placa, esto para observar la
dinamica del crecimiento colonial en placa, asi como para buscar patrones en el
crecimiento de las cepas en un co-cultivo. En las placas donde se inoculd la
interaccion entre 20a y 145 se observé una morfologia colonial variable entre las
colonias de 20a ya que las colonias que crecian cerca de las de 145 se veian
afectadas en su tamano, forma e incluso coloracion, esto sucedia incluso aunque
las colonias no estaban una junto a la otra, lo que hace suponer que es un
compuesto difusible de la cepa 145 el que causa el antagonismo sobre 20a. Las



colonias que si alcanzaban su morfologia normal eran las que se encontraban
alejadas de las colonias de 145, formando una especie de parche de colonias de
20a como se muestra en el panel A de la Figura 3.7. Por otra parte, en el panel B de
la Figura 3.7 se observa como las colonias de las cepas 20a y 111 no tienen
problema con crecer en la misma placa, incluso pueden crecer una sobre la otra y
no parece afectar su morfologia colonial.

Figura 3.7 Interacciones de las cepas en placa. (A) En el panel A se muestra la interaccién de la
cepa 20a (colonia naranja) y la 145 (colonia blanca) donde se observa una abundancia de colonias
pertenecientes a 145 y algunas colonias de 20a de las cuales las mas cercanas a las colonias de la
antagonista son apenas visibles y muestran lisis, (B) por otro lado la interaccion de 111 con 20a es
una interaccion donde no se presenta antagonismo ya que estas pueden crecer practicamente una
sobre la otra (C) al igual que la interaccion entre 145 y 111 aunque en esta interaccion parece que las
colonias de las cepas evitan el contacto entre ellas al rodearse, (D) finalmente la interaccion triple
muestra varios escenarios algunos donde la cepa 20a esta cerca de 145 y por ende sus colonias son
pequefas y muestran lisis y por otro lado 111 formando una clase de barrera de colonias la cual aisla
a 20a de 145 lo cual permite una formacion de colonias de tamafio normal y sin lisis aparente.

Para la interaccion entre 145 y 111 no se observd ningun efecto de antagonismo
entre las cepas, sin embargo cuando las colonias entraban en contacto aparentaban
evitarse y mas bien se rodeaban, a diferencia de la interaccion entre 20a y 111
donde podian crecer una junto a la otra. Por ultimo, la interaccién triple muestra los
patrones mas interesantes ya que se observan diferentes escenarios entre ellos la
formacién de parches bacterianos donde la cepa 111 rodea a las colonias de 20a



evita en esas zonas el contacto con la 145 y permite que crezca de manera normal.
Por otro lado las colonias de 20a que se encontraron cerca de las de 145 muestran
un fenotipo de colonia mas pequefia y con clara lisis alrededor de ella. Cabe resaltar
que la formacién de estos parches bacterianos es meramente atribuible al azar, al
acomodo de las colonias en un espacio fisico durante el plaqueo en el cual crecen o
no y en menor o mayor grado, dependiendo de la vecindad de las cepas a su
alrededor, asi que no puede considerarse como un comportamiento 0 mecanismo
de defensa contra el antagonismo, aunque existen trabajos donde se describe mas
a fondo este fendmeno, esto se abordara mas adelante en la discusion de
resultados.

Con el fin de determinar si la estabilizacidén alcanzada a los 30 min era debido a que
la propia cepa 20a se estabilizaba tras su ajuste fenotipico, o bien, el medio era
modificado por la presencia de la cepa 111, se decidié anadir la cepa 20a
nuevamente a los 30 minutos de interaccién. En el ensayo donde se realizé una
re-inoculacién a los 30 minutos de la cepa 20a (sensible) durante la interaccion de
20a y 145 se observdé como al agregar nuevamente la cepa sensible este nuevo
indculo de 20a ya no era antagonizado por 145. Desde los 35 minutos se tomé
muestra de la interaccion y se plaqueo hasta los 65 minutos, durante estos 35
minutos extra se observa como las UFC de 20a ya no bajan y se asemejan a la
proporcion inicial de la interaccion (Figura 3.7).

20a vs 145 agregando 20a después de 30 minutos de interaccion
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Figura 3.7 Cambio en la dinamica al re-inocular la cantidad inicial de 20a. Al agregar la
proporcién inicial de 20a pasados los 30 minutos de la interaccién ya no se observa el antagonismo
observado sobre esta cepa como cuando la interacciéon comienza.

Por lo observado en el experimento y en los ensayos anteriores parece que el
antagonismo sobre 20a se reduce alrededor de los 20 minutos de interaccién y en
este caso al agregar de nuevo el indculo inicial de la cepa 20a este nuevo indculo ya
no es antagonizado. Se puede hipotetizar que la estabilizacién no es a causa de una
respuesta de la cepa sensible lo cual permite al nuevo in6culo sobrevivir desde el



inicio, sino a una “limpieza” del medio. Tal vez es la cepa 145 la que deja de ser
antagonica o la 111 la que inactiva la sustancia antagoénica. Sin embargo, estos
resultados aun son preliminares y son necesarias mas pruebas para corroborar
cualquiera de las hipotesis.

Por otra parte, se realiz6 un ensayo de proximidad para probar si la presencia de la
cepa 111 afectaba el antagonismo de la cepa 145 sobre la cepa 20a. El ensayo de
interaccion se realizé en medio marino solido donde se colocd un tapete de 20a en
el cual se inocularon una gota de 145 y otra de 111, una al lado de la otra. La
presencia de 111 no evita que el halo de inhibicién se forme en el tapete de 20a. El
resultado sugiere que en medio semisélido la cepa 111 no es capaz de evitar el
antagonismo de la cepa 145 sobre la 20a por proximidad. Esto podria explicarse si
el efecto estabilizador de 111 requiere un contacto célula a célula como
potencialmente podria estar ocurriendo en el ensayo liquido, o al menos en un
medio donde el compuesto antagonista de 145 no esté tan concentrado en el mismo
sitio. Este resultado es en realidad similar al observado al plaquear la interaccién
triple. La presencia de las colonias de la 111 no hace que la cepa 20a forme
colonias de mayor tamafio cerca de colonias de la 145. Cualquiera que sea el
mecanismo de proteccion de la 111 no parece difundirse en medio semisélido.

Figura 3.8 La presencia de la especie resistente no evita la formacién del halo de inhibicién
por parte de 145 en un tapete de 20a. (A) Aunque 111 se inocule a medio centimetro de 145 en un
tapete de 20a el halo de inhibicion sigue formandose, (B) un acercamiento muestra como la inhibicion
sigue e incluso el crecimiento de 111 parece ser afectado al acercarse a la colonia de 145.



3.4 Automata celular

Las simulaciones del autémata celular arrojaron diferentes escenarios, aunque el
resultado mas recurrente era la extincibn de la cepa sensible (20a) con la
supervivencia de la especie resistente (111) y antagonista (145), aunque bajo
ciertas condiciones la cepa 20a era capaz de sobrevivir a la interaccion (Figura 3.9).
Para el automata celular se probaron 48 condiciones distintas, en las simulaciones
se cambiaron tres variables principalmente, la proporcion inicial de las cepas, si
existia la probabilidad de muerte extrinseca (no por antagonismo) y si existe
agitacion en la matriz. En el caso de las simulaciones donde no exista agitacion ni
muerte extrinseca, la proporcion de la cepa 111 fue crucial para la supervivencia de
la 20a, ya que entre mas grande era la proporcion inicial de 111 mayor era la
proporcion de 20a que sobrevivia al final de la simulacién.

A) Inicial B) Equilibrio

0 20 40 60 80 100

Figura 3.9 Simulacién donde se alcanzé un equilibrio entre las tres especies. En el tiempo inicial
(A) la simulacion comenzé con una proporcion de 0.55, 0.35 y 0.1 de 20a, 111 y 145
respectivamente, la cantidad de celdas ocupadas en la matriz fue del 75%, las celdas cian, amarillo y
rojo, corresponden a la cepa 20a, 111 y 145 respectivamente, las azul marino son las celdas vacias.
El equilibrio (B) se alcanza cuando la proporciéon de cada cepa no cambia, en este caso se forman
“parches bacterianos” donde la cepa 20a se aisla de 145 gracias a la presencia de 111, en esta
simulacién no se usé probabilidad por muerte extrinseca ni agitacion.

En el caso de las simulaciones en las que se considerdé una muerte extrinseca con
una probabilidad de 0.01 la supervivencia de la cepa 20a solo se consiguid
aumentando la proporcion de la 111 y en el caso de que la probabilidad por muerte
extrinseca fue de 0.1 en ningun caso sobrevivio la cepa 20a ni con el aumento en la
proporcion de 111, el factor de la probabilidad de muerte extrinseca asi como la



presencia de una cepa antagonista afecta en extremo a la cepa 20a la cual se
extingue en la mayoria de los casos. En el caso de simulaciones sin muerte
extrinseca, pero con agitacion, de igual forma 20a termina extinguiéndose debido a
la falta de estructura en la matriz, ya que esto evita la formacion de los parches
bacterianos que eran capaces de protegerla del antagonismo de la cepa 145 (Figura
3.10).

S:R:A ty, P(7.), Mix
0.55:0.35:0.10, 0.00, -

® (.55:0.40:0.05, 0.00, +

0.65:0.30:0.05, 0.00, -
® (.75:0.15:0.10,0.01, -
0.75:0.20:0.05, 0.00, -

CH20a § CH145

Figura 3.10 Modelo de dinamica de interacciones de tres cepas con diferentes roles. El
incremento de la especie resistente y la falta de muerte extrinseca permite el equilibrio. El diagrama
de fases muestra la proporcion de cada una de las cepas en las cinco simulaciones que se
ejemplifican, tres de ellas muestran un equilibrio alcanzado en gran medida a la presencia de la cepa
resistente 111, en los otros dos casos donde la cepa 20a se extingue los factores que corresponden
a dicha extincion son la presencia de muerte extrinseca (curva color vino) asi como la de agitacion
(curva color rojo).

Cuando se combind la probabilidad de muerte extrinseca y la agitacién fue cuando
se observo la extincion mas rapida de la especie sensible, ya que muy pronto en las
iteraciones se mostré la rapida disminucion de 20a, sin importar la proporcion con la
que inicid la interaccién. En este caso tampoco interfiridé el aumento de la especie
resistente ya que de igual forma la extincién en 20a sucedid, lo cual indica que la
estructura en este tipo de comunidades juega un papel importante para la
supervivencia de ciertas especies.



3.5 Analisis transcriptomico

Como se menciond en el apartado de metodologia para el analisis transcriptémico
se utilizaron las interacciones que mostraron los fenotipos mas contrastantes sobre
la especie sensible (20a). La interaccion entre 20a y 145 fue donde se observé un
fenotipo de inhibicion sobre la 20a, inclusive a los 5 min y al contrario, se observo
que en una interaccion triple entre 20a, 145 y 111, la cepa 20a ya no era
antagonizada.

Primero dentro del analisis se realizo el control de calidad con FastQC y MultiQC
donde se mostré la calidad de las lecturas que se obtuvieron. Las lecturas son de
una longitud promedio de 71 bp esto ya sin los adaptadores; en este paso de igual
forma se corroboré el contenido de GC de cada una de las muestras que resulté de
40, 41 y 34 porciento para las cepas 20a, 145 y 111 respectivamente, lo cual
coincide con los genomas de cada cepa.

3.5.1 Mapeo contra el genoma de referencia y control de calidad del
mapeo

Posterior al control de calidad se realizé el mapeo contra los genomas de referencia
utilizando el mapeador HISAT2, para el que se utilizaron las lecturas ya sin
adaptadores. El total de lecturas mapeadas en referencia al tamafio de la libreria por
muestra fue de entre el 27 y 55%, de las cuales se dividian en muestras mapeadas
a regiones codificantes (CDS), rRNA o tRNA. En total se mapearon 5 muestras, 2 de
interacciones y 3 de controles, cada una con su respectivo duplicado, es decir 10
librerias en total. Los resultados del mapeo nos mostraron las lecturas mapeadas a
CDS, rRNA y tRNA, las lecturas que se mapearon a dicha region pero no estaban
anotadas, las que alineaban con mas de un gen, las que mapearon entre dos genes
y las que no se mapearon (Figura 3.11). Cabe resaltar que, como se menciond
anteriormente, el mapeo se realizé contra genomas dobles y triple en el caso de las
muestras en interaccion.

El porcentaje de lecturas mapeadas a regiones codificantes (CDS) fue variable entre
las muestras, ya que en algunos casos era mayor en relacion a lo mapeado con
rRNA y en otros casos inferior, en el caso de los tRNA la proporcién fue poco
abundante practicamente despreciable, muchas de las lecturas mapeadas contra el
genoma de referencia se encuentran sin anotacion en algunos casos con
porcentajes de hasta 50%, otro grupo de lecturas importantemente representadas
son las que no pudieron ser alineadas y las que se alinearon a mas de una region
como se observa en la Figura 3.11.
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Figura 3.11 Porcentaje de lecturas mapeadas a distintas regiones del genoma. Porcentaje
lecturas mapeadas a regiones codificantes (CDS), rRNA y tRNA, asi como lecturas que se mapearon
a regiones no anotadas, las que tuvieron un mapeo ambiguo, las que se mapearon a mas de una
region y las lecturas que no se alinearon a ninguna region.
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Las muestras con mas lecturas mapeadas a regiones codificantes fueron lo
controles de las cepas 20a y 111, por el contrario de 145 se mapearon muy pocas
lecturas a regiones codificantes, esto pudiera ser debido a que es la especie que se
coloca en menor proporcién tanto en los ensayos de interaccion como en los
controles. De igual forma se observa un bajo porcentaje de lecturas mapeadas a
regiones codificantes en la interaccién entre 20a y 145 esto probablemente se deba
a la disminucién de la poblacién de 20a debido al antagonismo ejercido por 145.

Una prueba posterior al mapeo fue corroborar que el mapeo de las muestras con
interaccién se mapearon unicamente contra su genoma correspondiente, para esto
se tomaron las lecturas de los controles (cepas sin interaccién) y se mapearon
contra los tres genomas por separado. Lo esperado era observar como el porcentaje
de lecturas mapeadas al genoma correspondiente era mayor que lo mapeado contra
los genomas que no les correspondian, esta manera se tendria mayor certeza de
que los mapeos de las muestra con interaccidén se realizaron correctamente (Tabla
3.1).

o



Tabla 3.1 Mapeos de la muestras individuales contra los tres genomas individuales. La tabla
muestra la proporcién de las lecturas de las muestras individuales que se mapearon a los tres
genomas por separado.

Lecturas de cepa Mapeo vs 111 Mapeo vs 145 Mapeo 20a
1111 1.000 0.004 0.062
1112 1.000 0.002 0.001
1451 0.238 1.000 0.148
145 2 0.130 1.000 0.028
20a 1 0.064 0.003 1.000
20a 1 0.002 0.002 1.000

El mapeo contra los tres genomas por separado revelé que las lecturas que se
habian mapeado contra los controles no se alineaban contra los genomas que no
les correspondian y si lo hacian era en muy baja proporcién. En las cepas 111y 20a
el porcentaje de lecturas mapeadas apenas rondaban entre 0.1y 6%. En el caso de
145 contra los otros dos genomas la proporcion aumenté hasta un 23 % contra el
genoma de 111 como se observa en la Tabla 3.1, a pesar de esto este porcentaje
sigue siendo bajo. El porcentaje de alineamiento tan bajo que tienen las lecturas
contra los otros genomas da mas seguridad sobre los mapeos de las cepas durante
la interaccion y que somos capaces de identificar qué lecturas son de cada cepa.

3.5.2 Analisis de expresion diferencial

Posterior al mapeo se realizaron los conteos de las lecturas alineadas a cada gen lo
cual arrojo la expresion de cada una de las muestras. El conteo se realizd con
HTSeq, el resultado de los conteos se plasmo6 en una matriz la cual contenia la
cantidad de lecturas mapeadas a cada region codificante del genoma. Para los
conteos no se utilizaron los rRNAs ni tRNAs. Los conteos de las librerias de las
interacciones aun tenian las lecturas de las diferentes cepas juntas y es en este
paso donde se separaron, pues ya que el archivo que sirvido de indice (GFF) para
estas librerias tenia las coordenadas de los genomas una tras otra fue facil su
separacion, unicamente contando la cantidad de regiones codificantes que tenia
cada genoma.

Después de separar las muestras se realizd el analisis de expresion diferencial.
Para éste se utilizaron las muestras de 20a en interaccién con 145 y en la
interaccion triple, ya que 20a es la cepa que mostré el fenotipo mas contrastante



entre dichas interacciones, esto en dos tiempos 0 y 5 minutos, el contraste se
realizo entre 20a y su respectiva interaccion y tiempo contra 20a en monocultivo en
el mismo tiempo. Como primer paso del analisis de expresion diferencial se obtuvo
el nivel de expresién general de todas las regiones codificantes de cada condicién
de 20a. La expresion entre las muestras resultod ser constante entre éstas, y aunque
existieron algunos valores atipicos en la expresion de algunas muestras, las
muestras son estadisticamente comparables (Figura 3.12).
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Figura 3.12 Expresion en muestras de la cepa 20a bajo interacciéon y en monocultivo. En el
boxplot se muestran los niveles de expresion de las muestras de la cepa 20a en la interaccion con la
145 (ASO y AS5) y en la interaccion triple (TO y T5), asi como en los controles (CO y C5). Las
muestras son de 0 y 5 minutos de interaccion.

Los niveles de expresion de estas muestras también se compararon por medio de
un analisis de componentes principales (CPA). El grafico MDS que se realizé con
este analisis muestra como existe un agrupamiento de los datos con respecto a la
segunda dimension que corresponde al tipo de interaccion. Las muestras que mas
se agrupan son las correspondientes a la interaccion entre 20a y 145 (AS) tanto las
muestras del inicio de la interaccion (0 minutos) y las de pasados los 5 minutos
(Figura 3.13). En el caso de los controles (sin interaccion) las muestras de igual
forma se agrupaban respecto al tipo de muestra e incluso con respecto al tiempo
con excepcion de una muestra que estaba ligeramente alejada. Las muestras de
20a en la interaccion triple son las que se agrupan menos, en especial una de las
muestras. El agrupamiento con respecto a la dimensiéon 1 no es tan claro lo cual
indica que las muestras se agrupan mas dependiendo de la interacciéon que del
tiempo del cual se tomé dicha muestra.
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Figura 3.13 Analisis de componentes principales de las muestras de 20a en sus diferentes
interacciones y controles. El MDS muestra el agrupamiento de las lecturas de 20a en interaccion
de 145 (AS), en la interaccion triple (T) y sin interaccién o controles (C).

Posterior al analisis general de la expresion se procedid a buscar expresion
diferencial entre los genes, teniendo como comparaciones principales 20a (junto con
145) - 20a, 20a (en combinacion triple) - 20a y 20a (junto a 145) - 20a (triple). Las
comparaciones se realizaron en los dos tiempos de la interaccion (0 y 5 minutos).
Los genes que se consideraron con expresion diferencial fueron los que estaban por
debajo de la tasa de falsos descubrimientos (FDR < 0.05). El numero de genes que
resultaron con expresion diferencial en la comparacion 20a (con 145) - 20a fueron
de 6 y 24, a los 0 y 5 minutos, respectivamente. En ambos casos los genes tuvieron
un aumento de expresion y ninguno tuvo una reduccion de su expresion (Tabla 3.2).

Tabla 3.2 Genes expresados diferencialmente (GED) en los distintos contrastes. Los contrastes
muestran los genes que se expresaron diferencialmente en las comparaciones, los que tuvieron un
aumento o disminucion en su expresion, asi como las librerias involucradas para ese analisis.

Aumento de Disminucion de

Contrastes GED expresion expresion Librerias involucradas

20a (vs 145) TO - 20a TO 6 6 0 20a AS TO vs 20a Ctrl TO
20a (vs 145) T5-20a T5 24 24 0 20a AS T5 vs 20a Ctrl T5
20a (Triple) TO - 20a TO 0 0 0 20a Tri TO vs 20a Ctrl TO
20a (Triple) T5 - 20a T5 11 11 0 20a Tri T5 vs 20a Ctrl TS5
20a (vs 145) TO - 20a (Triple) TO 0O 0 0 20a AS TO vs 20a Tri TO
20a (vs 145) T5 - 20a (Triple) T5 0 0 0 20a AS T5vs 20a Tri T5




En el caso de la comparacion entre 20a (Triple) - 20a a los 0 minutos no se
obtuvieron genes con expresion diferencial por debajo de la tasas de falso
descubrimiento (FDR < 0.05) y a los 5 minutos se obtuvieron 11 los cuales también
tenian un aumento de expresion. A diferencia de los otros contrastes, en el
contraste entre 20a (vs 145) - 20a (Triple) no se determiné que existieran genes con
expresion diferencial por debajo de la tasa de falsos descubrimientos (FDR < 0.05)
(Tabla 3.2).

B Transporte de membrana 100
B Metabolismo del DNA
B Carbohidratos

B Cofactoress, vitaminas, grupos
prosteticos, pigmentos

75
B Respuesta a estres
B Virulencia y defensa

W Acidos grasos, lipidos e 50

isoprenoides
B Proteinas hipoteticas

B Desconocido
25

Categorias representadas (%)

20a (vs 145) T5-20a T5 (n=24)  20a (Triple) T5 - 20a T5 (n=11)

Contraste

Figura 3.14 Grupos representados de genes con expresion diferencial a los 5 minutos de
interaccion. En las interacciones de la cepa 20a a los 5 minutos ya sea con 145 y triple existieron 24
y 11 genes expresados diferencialmente respectivamente, estos se clasificaron en categorias de
acuerdo a la anotacion previa del genoma.

Los genes expresados diferencialmente se categorizaron de acuerdo a la anotacién
que ya se tenia del genoma, las categorias mas representadas en todos los
contrastes fueron las asociadas al transporte de membrana, en el caso del contraste
entre 20a (vs 145) - 20a a los 5 minutos de interaccion una categoria muy
representada fue la del metabolismo del DNA al igual que la de transporte de
membrana. También vale la pena resaltar la cantidad de genes sin anotacion y
proteinas hipotéticas con expresion diferencial ya que estas categorias estan bien
representadas (Figura 3.14). Dichos genes no se tomaron en cuenta para un
analisis mas a fondo debido a la nula o poca informacion sobre ellos.

De los genes que mostraron expresion diferencial en el contraste 20a (vs 145) - 20a
se resaltan tres proteinas de competencia, comGA, comGB y comGC los cuales



dentro de las coordenadas del genoma se encuentran consecutivamente formando
un operdn, estos genes son indispensables para la internalizacion de DNA externo y

forman parte de un sistema de secrecion tipo V.
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Como se menciond anteriormente, genes asociados al transporte a través de la
membrana se encontraban expresados de manera diferencial en este contraste.
Entre estos genes se encuentran genes anotados como pertenecientes al sistema
de secrecion tipo Il, de igual forma los genes csoR, copZ y una ATPasa
translocadora de cobre se encontraban expresados diferencialmente, y estos
también forman un operon relacionado con el transporte de cobre en la célula.

Ademas de los genes mencionados anteriormente también se encontraron genes
que formaban parte de una respuesta mucho mas esperada a una condiciéon de
estrés como lo es la competencia, entre estos estan la catalasa que se expresa en
presencia de estrés oxidativo, la cual detoxifica el medio de las especies reactivas
de oxigeno, y también aumentd su expresion un gen que le confiere resistencia a
antibidtico fosfomicina (Tabla 3.4).

Tabla 3.4 Genes expresados diferencialmente en el contraste de 20a (vs Triple) - 20a T5. Genes
con cambio en su expresion mostrando la categoria en la que se encuentran anotados, igualmente se
muestra el tipo de regulacion mostrando un signo + si aumento su expresion y uno - si disminuyd, la
magnitud de cambio también se muestra en la tabla (logFC).

Genes Categoria Regulacion logFC
Cobalto-precorrina Cofactores, vitaminas, grupos prostéticos,

c17-metiltransferasa pigmentos + 4.3
Catalasa Respuesta a estrés + 4.0
Transportador ABC Transporte de membrana + 3.8
Pululanasa Carbohidratos + 3.3
Transportador ABC Transporte de membrana + 3.2
N-acetiltransferasa familia gnat Acidos grasos, lipidos e isoprenoides + 3.2
Transportador ABC Transporte de membrana + 3.0
Alfa-glucosidasa Carbohidratos + 29

En el contraste entre 20a (vs Triple) - 20a a los 5 minutos algunos genes
encontrados en el contraste de 20a durante el antagonismo estan igualmente
presentes, sin embargo, genes que indican una respuesta a estrés, a excepcion de
la catalasa, ya no se encuentran expresados diferencialmente. En este contraste
genes de transporte de la membrana siguen expresados diferencialmente, pero no
son los mismos genes, en este caso no son proteinas de competencia o sistemas
de secrecion, en este contraste son transportadores del tipo ABC que se han
reportado por tener funcién de transportar carbohidratos, lipidos, aminoacidos, iones
metalicos y proteinas. De igual forma otros genes como los relacionados con
carbohidratos y acidos grasos se expresan diferencialmente en este contraste.




Discusion de resultados

El primer objetivo de este proyecto fue la seleccién de las cepas a utilizar para los
ensayos de interaccion, por lo que se preseleccionaron cinco. 112, 145, 43, 111y
20a las cuales ya habian sido probadas en el trabajo de Pérez-Gutiérrez et al.
(2013) de las cuales 112, 145 y 43 pertenecen a cepas antagonistas, 111 es
resistente y 20a la sensible. La seleccion se basd en la reproducibilidad de la
inhibicion sobre la especie sensible y que los fenotipos fueran contrastantes entre
ellas, lo cual se logré con 20a (B. horikoshii), 145 (B. pumilus) y 111 (B. cereus); las
cuales corresponde al rol de sensible/no antagonista, antagonista/resistente y
resistente/no antagonista (Figura 3.2).

Los fenotipos fueron claramente distintos, ya que 20a tiene una morfologia clasica
de aislados marinos de Bacillus, colonias pequehas naranjas y brillantes, por otro
lado 145 mostré un fenotipo de colonias pequefas blancas brillantes comun en
estos aislados de suelos, ademas de mostrar la actividad antagdnica que de igual
forma ya se habia reportado, 111 es la mas contrastante al tener colonias de mayor
tamano, opacas y con formas irregulares.

Las cinéticas de crecimiento nos permitieron encontrar el punto en la curva de
crecimiento en el cual se tomarian las muestras para realizar los ensayos de
interaccion, sobre todo considerando que las tres especies tienen una velocidad de
crecimiento distinta; de las cinéticas también se obtuvo el dato de carga maxima de
las cepas para el disefio del autdmata celular. El punto de la curva seleccionado fue
distinto para cada cepa, pero para las tres fue dentro de la fase exponencial, se
eligié este punto asumiendo que habria menor muerte celular, ya que en la fase
estacionaria muchas de las células comienzan a morir, lo cual habria podido
dificultar el diferenciar entre la consecuencia del antagonismo y la muerte en el
estado estacionario, al realizar los ensayos de interaccion.

La cinética por si sola no servia para calcular las proporciones de cada cepa
durante los ensayos de interaccion asi que se realizd la curva de calibracién
comparando la absorbancia que se media con el Klett-Summerson contra las UFC
de cada punto de la cinética. La curva de calibracién (Figura 3.4) muestra que las
UFC aumentan de manera exponencial al igual que la absorbancia durante la fase
exponencial, lo cual nos permiti6 tomar un punto de la curva y correlacionarlo con
las UFC de la cepa en ese punto y asi lograr una mayor precision al momento de
realizar los ensayos. Esto de cualquier forma se corroboraba cada vez al plaquear
cada cepa de manera independiente.



Los ensayos de antagonismo, cinéticas de crecimiento y curvas de calibracidén nos
permitieron encontrar la proporcién adecuada para las interacciones. El saber qué
interacciones tienen fenotipos negativos y cuales no, nos permitié saber qué especie
deberia de ser la mas abundante en el inicio de la interaccion. En este caso la
sensible (20a) se puso en mayor concentracién, ya que una proporcion mayor de la
antagonista (145) propiciaria, si no una extincién de 20a dentro de las interacciones,
numeros tan bajos que no podriamos cuantificarlos con nuestra metodologia. De
igual forma las cinéticas de crecimiento y curvas de calibracion nos permitieron
encontrar la relacion entre absorbancia y UFC para tener un control de la cantidad
de UFC con solo realizar la cinética de crecimiento. Los resultados de estos
experimentos, aunque simples, nos permitieron estandarizar los ensayos de
interacciones ya que no es algo que se hubiera realizado antes en el laboratorio y
de igual forma son experimentos pocas veces reportados en la literatura.

Ya en los ensayos de interaccion lo que se buscé fue observar la dinamica temporal
de la interaccién. El resultado de la interaccion entre 20a y 145 fue el esperado,
pero pudimos ver por vez primera los tiempos en que se observaba el antagonismo.
Los primeros experimentos se hicieron por lapsos de media hora (datos no
reportados), y tuvimos que disminuir al rango de minutos. Al ser 20a inhibida por la
cepa 145 la dinamica mostré que en tan solo 5 minutos la cantidad de UFC se
redujo en un orden de magnitud. El antagonismo era una respuesta esperada en
esta interaccidn, incluso considerando que 20a se encontraba en una proporcion
casi diez veces mayor, lo que resultd interesante fue que la respuesta fue casi
inmediata o en un tiempo muy corto y no gradual, ya que a pesar de que la cantidad
de UFC sigue reduciéndose en el tiempo de la interaccién, esta reduccion ya no es
tan importante como la de los primeros 5 minutos (Figura 3.5).

Hacia el final de la interaccion, alrededor de los 20 minutos, se observo lo que
parecia una especie de equilibrio, donde la cantidad de UFC dejaban de disminuir,
este resultado pudiera sugerir dos alternativas, una es que la especie antagonista
responde a la densidad celular de 20a (Cornforth & Foster, 2013) y cuando ésta baja
el antagonismo ya no es necesario ya que 20a deja de ser competencia. Otra
posibilidad es que 20a sea capaz de responder al antagonismo y equilibrar la
interaccidn y que hacia el final de la interaccién ya no sea sensible a la presencia de
145.

Lo observado en el ensayo de interaccidén entre 20a y 145 nos mostrd una respuesta
casi inmediata, ya que la inhibicion mas significativa se observd a los 5 minutos,
pero mas que la respuesta antagonica por parte de 145, que era algo que se
esperaba ver, la posible respuesta de 20a para contrarrestar el antagonismo e
equilibrar la interaccion resultdé de sumo interés, debido a que el entender como
responde una bacteria a la competencia es uno de los principales objetivos de este



trabajo. Antes de medir una posible respuesta a la competencia se buscé determinar
si el equilibrio alcanzado en la interaccion entre 20a y 145 era una respuesta de 20a
o si el antagonismo por parte de 145 se detuvo, para ello se realizé el ensayo donde
se agregd nuevamente la especie sensible (20a) a los 30 minutos de la interaccion
entre 20a y 145, lo cual nos dio como resultado una dinamica muy distinta a la
observada en la interaccién original ya que al inocular la misma cantidad inicial de
20a a los 30 minutos ésta ya no es antagonizada, lo cual indica que 145 no
responde a la densidad celular de 20a, esto sugiere que el medio puede ya haber
sido detoxificado por la poblacion inicial de 20a, o que la cepa 145 dejo de ser
antagonica en la dinamica, aunque aun es mera especulacion (Figura 3.7).

La respuesta de 20a al antagonismo ejercido por 145 parece lograr un equilibrio que
evita la completa extincion de la especie sensible, el analisis transcriptdmico nos
brindé un panorama de la naturaleza de la respuesta. Genes relacionados con la
respuesta al estrés eran algunos de los que se esperaba encontrar con expresion
diferencial en 20a en una interaccion antagonica, e.g. genes relacionados con los
factores sigma los cuales son genes muy estudiados por su respuesta con el estrés
de varios tipos (Hecker et al., 1996). Sin embargo genes regulados por los factores
sigma no se mostraron expresados de manera diferencial durante esta interaccion,
al menos no a los 5 minutos que fue el tiempo en el que se realizd este analisis.
Esto puede explicarse debido al tiempo tan corto del transcriptoma, es posible que si
la muestra se hubiera tomado mas adelante estos genes pudieran haber aumentado
su expresion. A pesar de que los factores sigma no se expresaron diferencialmente,
si lo hicieron otros genes relacionados con otros tipos de estrés. Un ejemplo fue la
catalasa asociada al estrés oxidativo al ser capaz de detoxificar el medio de
especies reactivas de oxigeno (ROS) las cuales son producto del metabolismo
aerobico e incluso como productos de antibiéticos no relacionados, aunque esto no
es muy claro hasta el momento (Apel & Hirt, 2004; Tinajero-Trejo et al., 2013). KatA
(catalasa vegetativa) se expresa por estrés oxidativo (Mostertz et al., 2004; Helmann
et al., 2003) o estrés por sales (Hoper et al., 2006). Otras catalasas, como KatE y
KatX se expresan por Sigma B o inclusive durante la esporulacién. Por otro lado
tenemos la expresion del gen de resistencia a la fosfomicina. Este gen (fosB) se ha
encontrado en genomas de Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus y actua
catalizando la adicion de L-cisteina hacia el antibidtico fosfomicina (Cao et al.,,
2001). La expresidon de fosB en B. subtilis depende de sigma W.

Las otras interacciones dobles (145 vs 111 y 111 vs 20a) resultaron en interacciones
neutrales, es decir que no se observo ningun fenotipo a resaltar o que resultara
contrastante a lo esperado. Donde si se obtuvo un fenotipo contrastante o
inesperado fue en la interaccion triple (20a vs 145 vs 111) donde se observé como
la presencia de 111 parecia atenuar la inhibicién de 20a (Figura 3.6). La presencia
de la especie resistente actua como un estabilizador en la interacciéon antagonica.



La supresion o atenuacion del antagonismo ha sido reportado anteriormente en
otros modelos de estudio donde el estimulo de una tercer especie suprime el
antagonismo (Abrudan et al., 2015). Cuando esto sucede en una comunidad
bacteriana se promueve la conservacion de la diversidad. El aumento en el numero
de interactores promueve un aumento en la estabilidad (como en lo observado en la
interaccion triple), y donde la ausencia de la cepa resistente conduce a una
desestabilizacion en la abundancia de uno de los interactores (Gallien, 2017).

Originalmente en el trabajo de Pérez-Gutiérrez et al. (2013) se habia considerado a
cepas como 111 pertenecientes a la especie de B. cereus como bacterias que no
jugaban un rol, o al menos no uno importante, en una red antagdnica. Ahora
podemos proponer la hipdtesis de que el rol de este tipo de bacterias en una
comunidad puede ser el de equilibrar las interacciones inhibitorias entre algunos
otros miembros. Habra que probar si otras bacterias de este grupo tienen el mismo
efecto en la interaccion triple de nuestro modelo sintético.

El por qué de la supresién o atenuacion del antagonismo hasta ese punto no era
muy claro, debido a la cantidad de variables que pudieran afectar la interaccion,
pero a pesar de eso se realizaron una serie de experimentos para buscar el por qué
de esta supresion de este efecto antagodnico sobre 20a. Primeramente se buscé
determinar si de alguna forma 111 era capaz de degradar el compuesto inhibitorio
como lo reportado por Kelsic et al. (2015) donde proponen que la manera de
estabilizar por parte de especies resistentes es mediante la degradacion del
compuesto inhibitorio y mediante una resistencia intrinseca. Lo observado fue que
por proximidad 111 no es capaz de evitar la inhibicién de la cepa 145 sobre 20a lo
que contrasta con lo observado por Kelsic et al. (2015). Es posible que la atenuacién
del antagonismo durante la interaccion triple requiera un contacto célula a célula o
por algun otro tipo de mecanismo que no involucra la degradacion del compuesto
inhibitorio. Lo que es claro es que la resistencia de 111 le brinda un beneficio a la
cepa 20a lo que concuerda con lo propuesto por Kelsic et al. (2015), ya que
consideran que las resistencias intrinsecas no ayudan al mantenimiento de la
comunidad cosa que si sucede si la resistencia puede ser aprovechada por otros
miembros de la comunidad.

Aun sin saber de manera clara el mecanismo de como la cepa 111 es capaz de
equilibrar la interaccién antagonica entre las cepas 145y 20a, sin duda la presencia
de 111 juega un rol importante para que se de este equilibrio. Una manera de
explorar la importancia de la cepa resistente (111) y generar modelos que permitan
futuras aproximaciones experimentales, fue por medio de simulaciones alimentadas
por datos experimentales. En dichas simulaciones se observé como la proporcién
inicial de la cepa 111 era la que determinaba la supervivencia de la cepa 20a ya que
si la proporcion de 111 era muy baja 20a dificilmente sobrevivia al antagonismo



ejercido por la cepa 145, sin importar que tan alta era la proporcion de 20a, si la
cepa 111 no estaba o estaba en una proporcion baja esta cepa no sobrevivia.

Otro aspecto importante en estas simulaciones es que se simuldé un medio
estructurado, como un sedimento o suelo, lo cual permitia a la cepa 20a aislarse del
antagonismo ejercido por la cepa 145, ya que si 20a se rodeaba de la cepa 111 esta
no era alcanzada por el antagonismo de 145 lo cual coincide con los resultados de
Zapién-Campos et al. (2015), que propone que la formacion de estos “parches
bacterianos” es la manera en que las especies sensibles sobreviven en un ambiente
estructurado como un sedimento. La agitacion durante las simulaciones (mix) nos
ayudd a corroborar como dentro de ellas era importante la estructura, ya que si la
simulacién se realizaba con una constante agitacidén la cepa 20a nunca sobrevivia.
La probabilidad de muerte extrinseca también fue un factor importante para la
supervivencia de la cepa 20a, ya que si ésta era alta, 20a no sobrevivia. A pesar de
estos resultados hay que recordar que los ensayos de interaccion realizados en este
trabajo fueron en medio liquido asi que la formacién de estos “parches bacterianos”
es imposible, asi que esto no explicaria el equilibrio alcanzado en la interaccion
triple, pero nos brinda un acercamiento a lo que pudiera suceder realmente en un
sedimento.

En este punto aun falta mucho que hacer para determinar el mecanismo por el cual
la cepa 111 es capaz de atenuar el antagonismo entre 145 y 20a, pero los
resultados hasta ahora nos dan una guia para seguir explorando esta interaccion,
experimentos de dosis-respuesta modificando la proporcibn como en las
simulaciones pero ahora de forma experimental podrian dar mas informacién acerca
de este fendmeno, de igual forma el analisis transcriptémico de la cepa 111 durante
la interaccidn triple o experimentos de microscopia podrian ayudar a elucidar este
mecanismo.

Como una forma de explorar la respuesta de la cepa 20a al antagonismo se realizé
el andlisis transcriptomico durante la interaccion de esta cepa con la cepa 145y en
la interaccion triple. Los resultados de la respuesta de la cepa 20a en la interaccién
antagonica con la cepa 145 ya se discutieron brevemente al inicio de esta seccion,
resaltando la ausencia de los genes relacionados con los factores sigma y la
presencia de genes asociados con el estrés oxidativo y la resistencia a fosfomicina,
sin embargo estos no fueron los Unicos genes que se expresaron diferencialmente
en la cepa 20a durante esta interaccion. Varios genes relacionados con el transporte
de membrana se expresaron diferencialmente, como por ejemplo un gen que se
anot6 como parte del sistema de secrecion tipo Il. Cabe aclarar que este tipo de
sistemas de secrecion solo se encuentra en Gram-negativas, asi que la anotacién
con este gen puede ser porque es con el gen que tiene mayor similitud, que seria un
factor de secrecidn tipo IV, como se sugiere mas adelante.



Dentro de los genes asociados con transporte de membrana se encuentran
expresados diferencialmente tres genes que forman parte de un operén. Estos
genes son comGA, comGB y comGC que se ha reportado forman parte del sistema
de secrecion tipo IV (T4P) en bacterias Gram-positivas (Nivaskumar & Olivera,
2014). Este operén T4P se ha reportado como responsable de la internalizacién e
integracion cromosomal de DNA exdgeno (Laurenceau et al., 2013; Laurenceau et
al., 2015). Sobre este operon la mayoria de la bibliografia se enfoca en
Streptococcus pneumoniae por su importancia clinica, y es con este modelo de
estudio con el cual Wholey et al. (2016) propone como este tipo de genes de
competencia se estimulan de manera importante gracias a la accién de compuestos
que inhiben el crecimiento de las bacterias como lo son las bacteriocinas. Este
estimulo aumenta la internalizacion de DNA exdgeno lo cual sugiere que este DNA
les puede conferir una ventaja adaptativa.

Continuando con los genes relacionados con el transporte de membrana estan tres
genes expresados diferencialmente en la cepa 20a en interaccion con 145, estos
genes son el regulador de transcripcion de sensado de cobre CsoR, la chaperona
CopZ y la ATPasa translocadora de cobre CopA estos genes estan relacionados
con la movilizacién de cobre a través de la célula. Estos genes también forman un
operon ya que se encuentran juntos dentro del genoma. Estos genes han sido
estudiados en Bacillus subtilis y se consideran como responsables de mantener los
niveles de cobre dentro de la célula de manera que este no sea toxico (Radford et
al., 2003). Un angulo interesante del transporte del cobre deriva de estudios en
ratones en donde el transporte de cobre a los macrofagos es una forma de combatir
a Salmonella typhimurium, que a su vez se defiende exportando este cobre
mediante transportadores CopA y GolT (Ladomersky et al., 2017). Seria interesante
ver si 20a saca el cobre y a su vez de protegerse es una forma de contraataque a la
145.

En el caso de los genes de la cepa 20a con expresion diferencial durante la
interaccion triple, ya quitando genes con anotacién desconocida o que se anotaron
como proteinas hipotéticas solo quedaron ocho genes de los cuales algunos
pertenecian a las mismas categorias que los genes expresados diferencialmente en
la interaccion entre la cepa 20a y 145. Algunos de estos genes son algunos
asociados a transporte de membrana o el gen de la catalasa que en esta interaccion
también se expreso diferencialmente. Genes como los genes de competencia comG
y los relacionados con la movilizacion de cobre ya no se expresaron
diferencialmente lo cual puede sugerir que estos genes estan asociados con la
respuesta de la cepa 20a al antagonismo de 145, aunque esto apenas es una
suposicidon y requiere mas analisis para poder ser corroborado.



En la parte transcriptomica de este proyecto aun quedan analisis por hacer sobre
todo con las cepas 111 y 145 las cuales hasta ahora no se han mostrado en este
trabajo y que mostrarian la respuesta transcripcional de un antagonista en el caso
de la 145 y por parte de la cepa 111 una posible respuesta de resistencia al
antagonismo o el cobmo es capaz de proteger a la cepa 20a del antagonismo.

Si bien el modelo de Bacillus mas estudiado es Bacillus subfilis, es enorme la
informacion que tenemos sobre la respuesta a estrés. Curiosamente no vemos las
respuestas clasicas descritas para los diferentes tipos de estrés que han sido
probados. Por un lado los experimentos no se han hecho a tan corto plazo. En este
caso, 5 y 30 minutos no son suficiente tiempo para division celular (en Bacillus ésta
ocurre entre 35 y 45 min, dependiendo de la especie y a las condiciones de
crecimiento), pero si es suficiente para un cambio total en los genes expresados. En
bacterias en cuestion de 1 o 2 minutos se expresa un transcrito y se sintetiza la
proteina correspondiente, y también en este lapso de tiempo se degrada un mRNA.



Conclusiones

El disefio de una comunidad sintética de tres especies de Bacillus aisladas del
sistema Churince en Cuatrociénegas, Coahuila, asi como el analisis de sus
interacciones nos permitieron entender de mejor manera como es la dinamica
dentro de una comunidad bacteriana. En este caso la ecologia sintética nos ha
permitido acotar un experimento que de manera natural seria demasiado complejo
para analizar, y de este trabajo hemos obtenido las conclusiones que se
presentaran a continuacion.

El antagonismo ejercido sobre la cepa 20a por parte de la cepa 145 es casi
inmediato, ya que toma apenas 5 minutos en reducirse en un orden de magnitud el
conteo de UFC de la cepa 20a, sin embargo, durante el tiempo de la interaccion
esta reduccion continua ligeramente hasta que parece estabilizarse, lo cual pudiera
sugerir una respuesta de 20a que equilibra el antagonismo.

Dentro de la misma interaccion antagénica se observdo como a los 30 minutos el
medio ya no inhibia el crecimiento de la cepa 20a ya que en este punto si se
agregaba nuevamente la cepa sensible (20a) este nuevo indculo no se vié reducido,
lo cual sugiere una respuesta de la cepa sensible al antagonismo de la cepa 145.

La cepa 20a no fue antagonizada por la cepa 145 cuando la cepa 111 se
encontraba también en la interaccion, esta atenuacion del antagonismo se observo
durante los 30 minutos que durd la interaccion, este equilibrio alcanzado gracias a
una tercer cepa ya se habia reportado en la literatura (Kelsic et al., 2015; Aburdan et
al., 2015). La degradacién del compuesto inhibitorio no parece ser la causa del por
qué la cepa 111 es capaz de evitar el antagonismo sobre 20a, ya que por
proximidad esta no es capaz de proteger a la cepa sensible, es posible que requiera
contacto célula a célula.

La proporcién de la cepa 111 parecer ser primordial para la supervivencia de la cepa
20a, de igual forma un ambiente estructurado y una baja probabilidad de muerte
extrinseca pueden evitar la extincion de la cepa sensible dentro de las simulaciones
del automata celular. A pesar de estos resultados habra que investigar el
mecanismo por el cual la cepa resistente es capaz de proteger a la sensible.

Por parte del analisis transcriptomico de la cepa 20a en interaccidon con la cepa 145
se encontré que la catalasa se encontraba expresada diferencialmente lo cual
explicaria si en una interacciéon entre dos bacterias modifica el medio y vuelve aun
mas compleja dicha interaccion. Por otro lado los genes de competencia comG que



forman un operon que es capaz de internalizar DNA exdégeno también fueron
expresados diferencialmente lo cual puede sugerir que la utilizacion de este DNA
puede ser una estrategia de la especie sensible para aumentar su adaptabilidad, y
algunos esquemas sugieren que es parte de un complejo que incluye un sistema de
secrecion. De igual forma un operén relacionado con la movilizaciéon de cobre en la
célula se expresoé diferencialmente, lo cual puede ser un médulo de desionizacion,
pues el cobre puede llegar a ser toxico para la célula en concentraciones altas.

En el caso de la cepa 20a en la interaccion triple los genes con expresion diferencial
fueron mas genes de transporte, de metabolismo de carbohidratos y de lipidos, el
unico que se repite como en la interaccion doble es el de la catalasa, lo cual puede
sugerir que el estrés oxidativo continua aun con la presencia de la cepa 111.

Un analisis transcriptdmico mas a fondo asi como el analisis de la expresion de las
otras cepas parece necesario para ver un fenotipo mas claro cuando estas cepas se
encuentran en interaccion. Ademas de la transcriptomica, mas ensayos de dinamica
de muerte celular y de microscopia pueden ser necesarios para entender el papel
que juega la cepa 111 como la que equilibra el antagonismo entre la cepa 20a y
145.



Perspectivas

Como perspectivas se considera el explorar mas a fondo las dinamicas antes
presentadas para encontrar los mecanismos de la respuesta a las interacciones, asi
como la naturaleza de estos mecanismos. Los mas importantes de mencionan a
continuacion.

¢ Podria la propia muerte celular ser una sefal para que la poblacién 20a exprese
genes de resistencia? Realizar experimentos donde se utilicen cultivos de la cepa
20a lisada puede ayudar a determinar si la respuesta de la cepa 20a es al contenido
celular de otras células muertas.

El otro escenario al experimento con el lisado de la cepa 20a es que la cepa 145
consigue todos sus nutrientes de la lisis primaria de la 20a y deja de ser antagodnica.
Asi le da oportunidad a 20a de restablecerse.

¢ Que efecto tiene la dosis de la cepa 111 en la interaccidn triple? Si se baja o se
aumenta la concentracion de 111 en la interaccion triple, ¢, se modifica la atenuacién
del antagonismo de la cepa 145 sobre la 20a?

Ya que la atenuacion del antagonismo por parte de la cepa 111 no funciona por
proximidad y una posibilidad es que se requiera contacto célula a célula, se podria
probar si el efecto de un lisado de la cepa 111 es capaz de equilibrar la interaccion
antagonica entre la cepa 145 y 20a.

¢ Estamos viendo una respuesta de células vivas o muertas? Se tendra que validar
su expresion inmediatamente para su analisis por microscopia y por cell sorting para
cuantificar en la poblacion.
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