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RESUMEN

La laguna Churince es un sistema acuatico oligotréfico ubicado en Cuatrociénegas, México,
en donde la microbiodiversidad es estable espacial y temporalmente; por lo tanto, las comunidades
microbianas en este habitat estan compuestas por linajes antiguos y son de interés cientifico.
Utilizando estrategias de ecologia sintética para el estudio de Bacillus spp., se ha encontrado que
el ensamblaje de las comunidades de sedimento en Churince estd mediado por interacciones
antagonistas, relacionadas con su capacidad para producir metabolitos secundarios toxicos. En la
comunidad sintética BARS (Bacillus Antagonista, Resistente, Sensible) la interaccion de
antagonismo entre la cepa Bacillus pumilus Bp145 (antagonista) y la cepa Sutcliffiella horikoshii
Sh20a (sensible), se ve atenuada por la presencia de la cepa Bacillus cereus Bc111 (resistente). En
este trabajo se exploran las bases genéticas y moleculares que median el antagonismo en esta
comunidad. En la primera etapa, se realiz6 un analisis de gendmica comparativa entre cepas
filogenéticamente cercanas a Bpl45, identificando clusters genéticos para la biosintesis (BGC:
Biosynthetic Gene Cluster) de antibioticos. En una segunda etapa se sustituy6 a Bp145 por las
cepas cercanas en confrontaciones dobles con Sh20a para determinar equivalencia ecoldgica,
buscando correlacionar la presencia de clusters con la capacidad antagonista de cepas de B.
pumilus. En una Gltima etapa se caracterizé el BGC y el metabolito candidato mediante linea de
comandos y Machine Learning para definir su actividad bioldgica. De acuerdo al perfil de BGC,
todas las cepas tienen clusters de sintesis de antibidticos identificados como fengicina, liquenisina,
bacilisina, bacilibactina y zwitermicina (Bp-ZmA-Like). Con base en las cepas que resultaron
ecologicamente equivalentes a Bp145 (Bpl44 y Bpl50), se identifico a Bp-ZmA-Like como el
cluster candidato para mediar la interaccion, pues solo esta presente en las cepas equivalentes y no
en las demas. Este cluster biosintetiza un metabolito secundario ain no descrito, que es una
combinacion entre un policétido-péptido no ribosomal que tiene una probabilidad del 64% de tener
actividad anti Gram positiva. La generacion de conocimiento sobre los mecanismos que rigen las
interacciones en las comunidades microbianas es indispensable para el entendimiento del papel de

la microbiodiversidad en el adecuado funcionamiento de los ecosistemas.

Palabras clave: antagonismo, Bacillus, metabolitos secundarios, BGC.
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ABSTRACT

The Churince lagoon located in Cuatrocienegas, Mexico, is an oligotrophic aquatic system
where microbiodiversity is spatially and temporally stable; therefore, the microbial communities
in this habitat are composed of ancient lineages and are of scientific interest. Using synthetic
ecology strategies to study Bacillus spp., it has been found that the assembly of sediment
communities in Churince is mediated by antagonistic interactions, related to their ability to produce
toxic secondary metabolites. In the BARS (Bacillus Antagonist, Resistant, Sensitive) synthetic
community, the antagonism interaction between Bacillus pumilus Bp145 strain (antagonist) and
Sutcliffiella horikoshii Sh20a strain (sensitive), is attenuated by the presence of Bacillus cereus
Bcl11 strain (resistant). In this work, we explored the genetic and molecular bases that mediate
antagonism in this community. In the first stage, a comparative genomic analysis was performed
between strains phylogenetically close to Bp145, identifying Biosynthetic Gene Clusters (BGC)
for antibiotics. In the second stage, Bp145 was replaced by close strains in double confrontations
with Sh20a to determine ecological equivalence, seeking to correlate the presence of clusters with
the antagonistic capacity of B. pumilus strains. In the final stage, the BGC and the candidate
metabolite were characterized using command lines and Machine Learning to define their
biological activity. According to the BGC profile, all strains have antibiotic synthesis clusters
identified as fengycin, lichenysin, bacilysin, bacillibactin and zwittermicin A (Bp-ZmA-Like).
Based on the strains that were ecologically equivalent to Bp145 (Bp144 and Bp150), Bp-ZmA-Like
was identified as the candidate cluster to mediate the interaction, since it is only present in the
equivalent strains and not in the others. This cluster biosynthesizes a secondary metabolite not yet
described, which is a polyketide-non ribosomal peptide combination that has a 64% probability of
having anti-Gram positive activity. The generation of knowledge on the mechanisms that govern
interactions in microbial communities is essential for understanding the role of microdiversity in

the proper functioning of ecosystems.

Keywords: antagonism, Bacillus, secondary metabolites, BGC.
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1. INTRODUCCION

El planeta Tierra alberga una gran diversidad de bacterias de diferentes grupos que
desempefian funciones criticas en los procesos biogeoquimicos naturales, sustentando el
ecosistema en el que habitan y se desarrollan. Estas actividades microbianas no ocurren de manera
aislada e individual, sino que coexisten bajo complejas interacciones ecoldgicas que son necesarias
para que las propiedades y procesos de un ecosistema se manifiesten y se lleven a cabo de manera
jerérquica, hasta ser percibidas en una escala macroscopica (Cordero y Datta, 2016). Estas
interacciones dan lugar a fenotipos y genotipos de los miembros de una comunidad microbiana, y
pueden tener un impacto positivo o negativo sobre la estructura y funcion de las especies que la
componen. Estas interacciones incluyen, por ejemplo, fendmenos ecoldgicos como el mutualismo
y la competencia entre dichos miembros de la comunidad (Faust y Raes, 2012). Las interacciones
de competencia son indispensables en un ecosistema microbiano, sobre todo aquellas interacciones
por competencia antagonista, las cuales son, en parte, responsables del ensamblaje de las
comunidades microbianas; en este caso, una de las especies de la comunidad es capaz de inhibir el
desarrollo de otra, a través de la produccion de metabolitos secundarios como toxinas y antibioticos
(Pérez-Gutiérrez et al., 2013).

Estudios recientes plantean que las interacciones antagonistas son fundamentales para el desarrollo
de una comunidad microbiana, pues influyen en la estructura y ensamblaje de todas las especies
que la conforman (Pérez-Gutiérrez et al., 2013). Esto puede ser suficiente para explicar las
caracteristicas de microbiodiversidad que poseen los ecosistemas y que son indispensables para
que la vida alli se lleve a cabo de manera correcta. Sin embargo, el estudio de este tipo de
interacciones y su efecto en la dindmica microbiana es muy complejo, pues numerosas
subpoblaciones y variables estan involucradas en ambientes naturales. Dichas variables son
dificiles de controlar en un experimento bajo técnicas microbiologicas, y cuando no se consideran,
el conocimiento generado sobre este fendmeno se ve limitado. Por esto, el area de la ecologia
sintética busca reducir tales variables utilizando una mezcla de especies microbianas para construir
comunidades sintéticas a través de las cuales se pueda generar conocimiento sistematico en disefios
experimentales robustos (Dunham, 2007). Esta estrategia nos da la posibilidad de estudiar y utilizar

las propiedades de interés de una especie para la obtencién de productos biotecnoldgicos, clinicos,
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e investigacion.

En este sentido, la laguna Churince de Cuatrociénegas se ha estudiado recientemente con base en
la gran diversidad de interacciones microbianas que suceden en el sedimento de este sistema
(Pérez-Gutiérrez et al., 2013). Las lagunas de Cuatrociénegas son de interés cientifico, pues las
especies microbianas han desarrollado estrategias para mantenerse y adaptarse en un ambiente
oligotrofico, siendo muy estables en el tiempo y viables para el desarrollo de comunidades
sintéticas a través de las cuales se les pueda estudiar. En estudios previos se aislaron y secuenciaron
diversas especies de Bacillus spp. de esta laguna. Estas cepas han sido estudiadas y mediante redes
de interaccion, se encontr6 que el ensamblaje de las comunidades microbianas en este
microambiente es gracias a las interacciones antagonistas producto del metabolismo de Bacillus
spp. (Pérez-Gutiérrez et al., 2013; Rodriguez-Torres et al., 2017). Los BGCs (Biosynthetic Gene
Clusters) o grupos de genes de sintesis metabolitos secundarios de estos genomas, podrian ser
responsables de efectuar el antagonismo al codificar para la sintesis de antibidticos (Pérez-
Gutiérrez et al., 2013).

Para entender como surgen estas interacciones, Aguilar-Salinas (2018) desarroll6 una comunidad
sintética con propiedades emergentes a partir de Bacillus de la laguna Churince, a la cual
denominaron BARS (Bacillus, Antagonist, Resistant & Sensitive). Esta investigacion encontro que
la interaccion de antagonismo dentro de la comunidad se ve atenuada por la presencia de la cepa
resistente Bacillus cereus (Bc111) la cual es primordial para la supervivencia de la cepa sensible
Sutcliffiella horikoshii (Sh20a) en presencia de la cepa antagonista Bacillus pumilus (Bp145). Sin
embargo, aunque se han elucidado aspectos ecoldgicos de las interacciones en la comunidad
BARS, todavia no se conocen los factores genéticos y moleculares que median el antagonismo,
muerte celular y la resistencia; esta informacion es determinante para entender los procesos por los
cuales emergen estas funciones.

Conocer las bases moleculares que rigen las interacciones antagonistas a través de la manipulacién
de la comunidad sintética BARS, es importante para entender el papel de la microbiodiversidad en
el adecuado funcionamiento de un ecosistema en condiciones como las de la laguna Churince. Por
lo tanto, este trabajo continda la investigacion sobre las interacciones antagonistas de la comunidad
BARS mediante técnicas de gendmica comparativa y funcional, donde se exploran e identifican
los clusters de genes que pudieran median la sintesis de metabolitos secundarios responsables del

antagonismo.
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2. ANTECEDENTES
2.1. Papel de las Comunidades Microbianas en los Ecosistemas.

Asi como los organismos multicelulares estan compuestos por una organizacion jerarquica de
tejidos, drganos y fibras, los diversos ecosistemas en el planeta Tierra estan organizados por seres
vivos, componentes quimicos y fisicos (Cordero y Datta, 2016). Esta organizacién es fundamental
para que las propiedades macroscépicas del medio sean percibidas y el funcionamiento de los
diferentes héabitats sea el adecuado. Dentro de este conjunto organizado de componentes
biogeoquimicos, existen actividades esenciales que se llevan a cabo de manera microscépica, y
aungue estos efectos ocurren a nivel de microbiodiversidad, las propiedades macroscépicas de un
ecosistema dependen fuertemente de como se ensamblan todos los componentes microscopicos
(Figura 1).

: - Multispecies
® aggregates

Ecosystem

Figura 1. Naturaleza multiescala de los ecosistemas microbianos (Cordero y Datta, 2016).
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Los diferentes componentes de los ecosistemas, sobre todo del tipo microbioldgico, desempefian
funciones criticas en los procesos biogeoquimicos naturales, sustentando el funcionamiento del
ecosistema en el que habitan y se desarrollan. Por ejemplo, existe evidencia de que la microbiota
juega un rol importante para que los ciclos biogeoquimicos se lleven a cabo, es decir, que los
elementos en las diferentes formas quimicas se reciclen desde el medio ambiente hacia los
organismos presentes en el ecosistema (Cordero y Datta, 2016; Smercina et al., 2021; Falkowski
et al., 2008), lo que hace capaz al entorno en conjunto de generar respuestas globales al cambio
climatico. Ademas, con base en la microbiodiversidad, se puede predecir la dinamica de los
nutrientes en el suelo, pues juegan un papel clave en la degradacion de sustratos como carbono
organico, nitrogeno, fésforo y azufre. Dicho lo anterior, la microbiodiversidad presente en los
ecosistemas es indispensable para catalizar reacciones que son necesarias para su funcionamiento
en general y para llevar a cabo colectivamente los procesos biogeoquimicos que regulan el planeta
Tierra. Por ejemplo, las bacterias ya sean autétrofas o heterétrofas tienen capacidades determinadas
como la transformacion de elementos, descomposicién de materia e intervienen en la regulacion
de procesos tales como la fotosintesis (Le Bodelier, 2011). Estos procesos se resumen en la figura
2. A pesar de este hecho, en esta jerarquizacion de componentes macro y microscopicos, el papel
de las interacciones entre microbiota con funciones potenciales sobre el sistema se ha investigado
muy poco, en contraste con investigaciones sobre la funcidn que tienen otros organismos como

plantas y animales.

Protozoarios

Formacion del suelo
Mineralizacion en otros
microorganismos
Produccion primaria
(micorrizas)

Bacterias
Hongos heterétrofas
Formacion del suelo - +  Descomposicion

Mineralizacién en otros  _ - \ + Regulacion del clima
microorganismos , . +  Purificacion del agua

Bacterias autétrofas :' Arqueas

Secuestro del carbono +  Transformacion de elementos
Transformacion de elementos * Regulacion del clima
Fotosintesis *  Reciclado de nutrientes

Figura 2. Servicios de soporte y regulacion de la microbiota a los ecosistemas. Modificado de Le
Bodelier, 2011.
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2.2. Interacciones Microbianas.

Las interacciones microbianas son clave para el entendimiento de la biologia de los microbiomas.
Uno de los requisitos para que las comunidades microbianas puedan colonizar y establecerse en un
ecosistema determinado es su capacidad de interactuar, donde todos los aspectos ecolégicos como
el intercambio genético, la conversion de metabolitos, y sefializacion, dan lugar a la seleccion de
fenotipos y genotipos especificos (Mesquita et al., 2016). En particular, estas especies desarrollan
tales interacciones y se agregan en conjunto, lo que en consecuencia, aumenta el desempefio
ecoldgico en el ecosistema.

Se sabe que los microorganismos, ya sean virus, bacterias, arqueas o protistas, coexisten a través
de complejas redes de interaccion ecoldgica, que incluyen acciones reciprocas intra o interespecies
y que producen efectos tanto en la comunidad microbiana como en el medio ambiente (McGuire y
Treseder, 2010; Qidong et al., 2021). Estas comunidades estan conformadas por especies que se
relacionan entre si y junto a sus capacidades metabdlicas, se especializan para cumplir con ciertas
funciones. La dinamica que siguen estas poblaciones microbianas tiende a cambiar en el tiempo
debido a factores como las propias interacciones que se dan entre miembros de la misma
comunidad o comunidades aledafias (Hibbing et al., 2010). En el estudio de las interacciones, estos
factores son la razon por la cual, actualmente se entiende poco sobre como surge la dindmica de
las interacciones microbianas.

Esta dinamica, producto de la adaptacion y especializacion de las especies dentro de una
comunidad ha dado lugar a la coevolucion de las especies, que a su vez les ha permitido ocupar
diferentes nichos ecoldgicos. Estas adaptaciones también han permitido que las interacciones
ocurran por transferencia de informacidn genética, en donde se pueden ver involucrados sistemas
de quorum sensing y formacion de biopeliculas, entre otros procesos, sin embargo, existe evidencia
de que algunos metabolitos secundarios son capaces de dar lugar a estas interacciones. Los
metabolitos secundarios pueden ser moléculas bioactivas que desencadenan funciones importantes
debido a su intercambio y conversion (Mesquita et al., 2016; Pierce y Dutton, 2022). Dicho esto,
queda claro que la sintesis de estos metabolitos en una red de interaccién microbiana es, en parte,
indispensable para el establecimiento, mantenimiento y dindmica en general de la

microbiodiversidad en los ecosistemas.
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2.2.1. Efecto de las Interacciones en las Comunidades Microbianas.

Las comunidades microbianas forman microsistemas complejos que pueden comprender miles de
especies diferentes. Con frecuencia, éstas se ensamblan y desensamblan por migracién, union y
desprendimiento de células; por lo tanto, estas redes de interaccion ecologica son altamente
dindmicas y dependen de las interacciones célula-célula (Tecon y Or, 2017). Estas interacciones
pueden tener un impacto positivo, negativo, 0 neutro en las especies involucradas, siendo
responsables de los cambios en la resistencia a perturbaciones y la eficiencia en la utilizacion de
recursos, determinando asi, el rendimiento, la estabilidad y resiliencia de las comunidades
microbianas (Stachowicz, 2001; Faust y Raes, 2012; Qidong et al., 2021). La forma en que surge
este ensamblaje puede dictar la estructura y funcién de los ecosistemas microbianos. Esto es gracias
a que las interacciones determinan qué tipo de conversiones metabdlicas se deben llevar a cabo;
también se debe a que los efectos combinados de tales interacciones y la estructura espacial, son
factores que influyen en la diversidad y estabilidad de la comunidad. Ademas de las consecuencias
funcionales directas como la complementacién metabdlica, las interacciones ecoldgicas y el
ensamblaje espacial también pueden afectar la capacidad de las comunidades microbianas de
amortiguar el cambio ambiental (Bascompte, 2010; Rohr et al., 2014).

Algunas interacciones microbianas tienden a cambiar con base en la configuracion espacial. Un
ejemplo de ello son aquellas comunidades en donde una especie puede adoptar una respuesta
“doble” en funcién de la toxicidad y beneficio que le otorgan las demas especies. Es decir, es capaz
de posicionarse espacialmente a una distancia éptima, beneficiandose y protegiéndose a la vez, de
lo que una cepa y otra producen (Stacy et al., 2014). La interpretacion ecoldgica para este tipo de
interacciones es crucial para el entendimiento del efecto que producen interacciones de cooperacion
y de competencia dentro de un ecosistema microbiano. Ademas de esto, se ha demostrado que al
igual que la organizacion espacial de las interacciones microbianas, el intercambio de nutrientes y
el secuestro de toxinas afectan la naturaleza de las interacciones microbianas en el ecosistema.
(Kelsic et al., 2015; Zeng y Burne, 2011).

Las interacciones microbianas pueden conducir a un efecto especifico dentro de la comunidad, que
pueden ser desde interacciones por comensalismo en donde una de las especies se beneficia de lo
que otra produce, la cual no se ve afectada ni beneficiada, hasta interacciones por amensalismo que

trae consigo una relacién en donde solo una de las especies tiene un efecto negativo (Figura 3).
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Figura 3. Interacciones ecoldgicas entre dos especies diferentes. Se presentan las posibles
interacciones por pares. Para cada par, hay tres resultados posibles: positivo (+), negativo (-) y
neutral (0) (Faust y Raes, 2012).

Las funciones que se llevan a cabo en un ecosistema microbiano se deben a las interacciones de
sus componentes basicos como los genotipos (sus genes). En una interaccion, cuando una de las
especies involucradas produce beneficios para las demas, resultando en una mejora del estado
general de la comunidad y la fuerza de colonizacion, se le denomina interaccion mutualista o de
cooperacion. Mientras que, cuando una de las cepas produce toxinas y/u otros productos de su
metabolismo para competir y matar a los demas miembros de la comunidad, se le denomina
interaccion por competencia antagonista. Esta ultima se ve facilitada entre células vecinas debido
a que se encuentran en entornos densamente poblados. Por lo tanto, se ha propuesto que el
ensamblaje de bacterias en comunidades representa un sistema dindmico que proporciona un
entorno en el que los mecanismos competitivos se desarrollan en nuevas estrategias de
supervivencia (Stubbendieck et al., 2016). En este sentido, una comunidad microbiana altamente
competitiva es el resultado de un ambiente diverso en especies y por ende una alta redundancia
funcional, lo que disminuye la posibilidad de que especies invasoras se establezcan en su habitat
(Van Elsas et al., 2012). Ademas, diversos investigadores han propuesto que estas interacciones
pueden determinar la actividad de una comunidad en un ecosistema gracias a la alta competencia
(Becker et al., 2012; Pacheco y Segre, 2019).
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Algunas especies de bacterias llamadas “antagonistas”, generan este tipo de interacciones a través
de la produccion de antibioticos, limitando el crecimiento de bacterias competidoras y, por lo tanto,
mejorar la disponibilidad de recursos (Pacheco y Segre, 2019). Estos antibidticos son generalmente
moléculas compuestas por aminoécidos, acidos grasos, y otros grupos funcionales importantes para
generar el efecto antagonista. Estas moléculas pueden ser lipopéptidos, policétidos, péptidos no
ribosomales, etc. y su actividad bioldgica va desde antibacterial hasta citotoxica, con mecanismos
de accion como la inhibicidn de la sintesis de la pared celular y sintesis proteica, alteracion de la
membrana, metabolismo e incluso en la estructura de los acidos nucleicos (Calvo y Martinez-
Martinez, 2009). Como ejemplo se enlistan algunos metabolitos secundarios que biosintetiza el
género Bacillus (Cuadro 1). Esto genera impactos negativos sobre algunas especies, en donde las
antagonistas son capaces de beneficiarse y limitar el desarrollo de las mas sensibles, un efecto que
conduce a la colonizacion preferente de las antagonistas sobre un habitat (Xia et al., 2022).

La competencia por antagonismo puede ser, entonces, una clave adicional para predecir la dinamica
de los ensamblajes naturales entre comunidades y debe implementarse en modelos de biodiversidad
en el estudio de las interacciones microbianas, pues aln se desconoce cOmo interactian estos
componentes basicos. Por lo tanto, es necesario estudiar las comunidades microbianas para

comprender el impacto funcional de las interacciones sobre el ecosistema microbiano.

Cuadro 1. Metabolitos secundarios producidos por Bacillus spp. y su potencial bioldgico.
Modificado de Pathma et al., (2011).

Ti Activi .
po d.e Nombre Estructura ct ) d_ad Especie
metabolito bioldgica
Bacteriocina | Thurincina S | ¥ » .. Bactericida  B. thuringiensis
Lipopéptido  Surfactina Citotdxica B. subtilis
Policétido ~ Bacillaene s Antibacterial B
A amylolichefaciens
NH, Nuzoo';— o
15 A3 AL AT H\ANHZ L, .
Aminopoliol = Zwitermicina m - Antiflngica B. cereus
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L 3@(_@1 Antifungica :
Dipéptido Bacilisina 20 Antibacterial B. pumilus

Péptidos no

) Antibacterial  B. licheniformis
ribosomales

Bacitracina

2.2.2. Interacciones Microbianas de Suelo y Sedimento.

Considerando que una célula bacteriana en el suelo podria tener un promedio de 120 especies
circundantes, los suelos son sistemas con una gran microbiodiversidad, que puede dar lugar a
diferentes tipos de interacciones microbianas (Raynaud y Nunan 2014; Gans et al., 2005). Estas
comunidades microbianas y sus interacciones son capaces de reciclar nutrientes y proporcionar
vias importantes para la produccién y degradacion de los mismos. Un ejemplo de ello, es el impulso
que dan a las plantas para crecer, gracias a la descomposicion de elementos en formas inorganicas
de carbono, nitrégeno, fosforo y otros nutrientes. Por tal, se puede considerar que la productividad
del suelo se puede utilizar como indicador de la salud del microbioma presente (Ciric et al., 2012).
Aunque esta estrategia es prometedora, todavia se requiere de una comprension mas profunda de
la relacion entre estructura y funcién de las interacciones microbianas del suelo.

Por otro lado, los microagregados de especies bacterianas (<250 um) son los componentes
principales de la jerarquizacion del suelo en la escala microscopica, siendo particularmente
relevantes para que las interacciones microbianas se lleven a cabo ahi. Esto se debe a que las
especies involucradas colonizan nichos especializados dentro de la estructura de tales
microagregados, donde las bacterias viven tanto dentro como entre las particulas (Ebrahimi y Or,
2016). Otros autores sugieren que tales interacciones son cruciales para la transmision de virus
entre poblaciones microbianas, lo que probablemente influya en la estructura, funcion, estabilidad
y evolucién de las comunidades microbianas, debido a la lisis inducida y transferencia horizontal
de genes (Weitz y Wilhelm, 2012). Esta dindmica podria ser relevante para diversos procesos en
estos ambientes, aunado a que, la existencia de comunidades bacterianas en distintos
microambientes dentro de la arquitectura del suelo, afecta directamente su desarrollo y actividad

(Young, 1998). Ademas, los patrones espaciales, tienen un efecto regulador sobre la actividad de
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las comunidades bacterianas, resultado de la difusion y dispersion de sustratos (Grundmann et al.,
2001). Esto podria tener efectos estimulantes o limitantes en la velocidad de los procesos mediados
por las interacciones microbianas.

Bacillus es un género muy estudiado dentro de la microbiota del suelo, pues es conocido por su
capacidad para sintetizar tanto sustancias beneficiosas para el ecosistema, como de control
bioldgico, ya que solubilizan fosfatos, fijan nitrégeno, producen sideréforos, enzimas hidroliticas,
antibidticos, etc. (Senthilkumar et al., 2009). A Bacillus spp. se les atribuyen, por ejemplo,
funciones promotoras de crecimiento y de proteccion ante fitopatdgenos en plantas. Estos atributos
estan estrechamente relacionados con la presencia de BGCs (Biosynthetic Gene Clusters) de
sintesis de lipopéptidos antimicrobianos y buenas aptitudes de colonizacion (Pankaj et al., 2012;
Cazorla et al., 2007). Esta ultima caracteristica es producto de la capacidad de Bacillus spp. de
competir contra otros microorganismos, debido a sus BGCs de sintesis de metabolitos secundarios
capaces de producir antagonismo en una interaccion.

Por otro lado, uno de los microbiomas mas grandes y menos estudiados de la Tierra son los
sedimentos, donde se ha visto que las comunidades microbianas poseen la mayor diversidad alfa y
beta (Lozupone y Knight, 2007). La estructura de estos sistemas brinda el oportuno desarrollo de
microambientes en donde las bacterias son capaces de crecer rapido, quelar minerales, e incluso de
producir metabolitos secundarios, a través de los cuales interactian y compiten (Long y Azam,
2001; Patin et al., 2016; Hibbin et al., 2010; Kinkel et al., 2014). Por lo tanto, estos habitats se
caracterizan por albergar comunidades microbianas complejas que compiten mediante
interacciones antagonistas por el espacio y los nutrientes.

En los sedimentos marinos, las interacciones antagonistas y la produccién de antibidticos por
bacterias son actualmente reconocidas; se ha propuesto que esta competencia es mas frecuente en
estos microambientes (Long y Azam, 2001; Burgess et al., 1999). A pesar de esto, el papel de los
antibioticos en la competencia en sedimentos marinos sigue siendo poco conocido, y se sabe aln
menos sobre como estos compuestos estructuran las comunidades microbianas en estos
microambientes. Aunado a ello, existe la posibilidad de que bacterias del género Bacillus se
encuentren en este tipo de sistemas, interactuando y compitiendo con otras bacterias vecinas a

través de la biosintesis de metabolitos secundarios.
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2.3. Estudio de las Interacciones Microbianas

Se sabe que incluso la comunidad microbiana mas simple esta compuesta por decenas de especies
que, gracias a las tecnologias de secuenciacion se han podido analizar y caracterizar (Curtis et al.,
2002). A pesar de eso, todavia existen limitaciones en el estudio de la funcion y dinamica que
cumplen estas especies y sus interacciones, aun es necesario comprender la base molecular y
ecologica de tales funciones que promueven compensaciones potenciales como la diversidad,

estructura y tamafio de las comunidades microbianas.

2.3.1. Modelos de Estudio.

Con la finalidad de explicar la dindmica de las interacciones microbianas, se han propuesto
modelos a través de los cuales se ha logrado un entendimiento mas amplio sobre su ecologia. El
modelo més utilizado es el de las interacciones por pares, el cual establece el potencial de
cooperacion entre dos especies microbianas (Vetsigian et al., 2011). Sin embargo, en un ecosistema
intervienen diversas especies capaces de efectuar varios tipos de interacciones de orden superior y
que son fundamentales para las propiedades de las redes ecoldgicas, ademas estas interacciones
son mas importantes que las interacciones por pares para la cooperacion mutiespecifica (Freilich
et al., 2011; Solé y Bascompte, 2006). Asimismo, existe un modelo de redes de interaccion en
donde éstas son explicadas bajo un concepto de jerarquizacién en el cual, las especies mas
competitivas se posicionan como las de mayor jerarquia (Foster y Bell, 2012; Wright y Vetsigian,
2016).

Uno de los modelos més descritos es aquel en el que las redes de interaccion que se originan son
intransitivas, es decir que son ciclicas y no hay una jerarquia. EI modelo mas estudiado de
interaccion intransitiva es el de piedra-papel-tijeras, en el que participan tres especies en interaccion
por competencia, donde la especie A es mejor competidora que B, B es mejor que C y C es mejor
que A (Sinervo y Lively, 1996). En el area de ecologia ha sido propuesto por Kerr et al. (2002)

para explicar el comportamiento de tres cepas isogénicas de E. coli; una de las cepas es capaz de
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producir un metabolito secundario que inhibe el crecimiento de una segunda cepa, mientras que la
tercera es capaz de resistir a tal efecto. Ademas, existen otros mecanismos llevados a cabo por
bacterias en una comunidad que pueden ser facilmente representados por un modelo intransitivo,
por ejemplo, la competencia con base en los recursos disponibles, la sintesis, resistencia y
sensibilidad a metabolitos secundarios toxicos, e incluso el estadio de vida (Gallien, 2017).
Dichos modelos son capaces de predecir el resultado de las interacciones de la comunidad y los
efectos de las perturbaciones. A pesar de esto, se sabe que la dindmica microbiana puede cambiar
dependiendo el contexto ecoldgico en el que se encuentren, por lo que los modelos hasta ahora
utilizados, no son suficientes para comprender cada uno de los casos. La limitante principal es que
solo pueden aplicarse a ciertos ambientes, y todavia no se tiene un modelo para cada ecosistema o
interaccion existente. Por lo que, nuevos enfoques hacia la reconstruccion de redes de interaccion,
son necesarios para lograr modelos globales de dindmica microbiana en los ecosistemas (Faust y
Raes, 2012).

2.3.2. Comunidades Microbianas Sintéticas.

Con base en la influencia que tienen las interacciones microbianas en el desarrollo éptimo de los
ecosistemas y sus componentes, es importante comprender, desde un punto de vista ecoldgico, de
qué manera esta actividad microbiana tan esencial surge. De manera tradicional, el estudio de las
comunidades microbianas se realiza a traves de cultivos puros (De Roy et al., 2014). Sin embargo,
en la naturaleza intervienen diversas variables como factores bidticos o abiéticos que influyen en
la dinamica de una comunidad microbiana, y que son dificiles de reproducir a nivel laboratorio.
Tomando en cuenta la complejidad y la cantidad de variables que intervienen en un ecosistema, se
han desarrollado estudios que buscan acotar tales variables al mismo tiempo que se genera
conocimiento suficiente para entender las interacciones microbianas en un sistema complejo y
representativo del habitat natural. Tal es el caso de la Ecologia Sintética, la cual nace de la
necesidad de estudiar a los microorganismos, interacciones y funciones dentro de una comunidad
de un ecosistema especifico. Esta vertiente de la Biologia Sintética integra estudios de genomica,

transcriptomica y fisioldgicos que permiten observar el potencial metab6lico de una comunidad
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microbiana a través de la mezcla de especies, con el objetivo de recrear un sistema complejo a
partir de comunidades sintéticas (De Roy et al., 2014; Kelsic et al., 2015). Ademas, las
comunidades sintéticas son menos complejas, permiten un mayor control sobre el sistema y por
ende lograr un estudio de las interacciones con disefios experimentales mas robustos.

Con el apoyo de la Ecologia Sintética se han podido disefiar y manipular microorganismos para
mejorar su productividad y funcionalidad, atribuirles resistencia a estres, 0 para que éstos posean
caracteristicas particulares de interés (Benner y Sismour, 2005). Las ventajas son humerosas, un
ejemplo es el de Macchi y colaboradores (2018), donde lograron desarrollar un consorcio
bacteriano sintético cuyas interacciones entre los miembros estan especializadas en ciertos pasos
biodegradativos de un compuesto contaminante. Este y otros objetivos en pro del medio ambiente
son algunas ventajas que ofrece el disefio de comunidades sintéticas con base en que brinda la
posibilidad de manipularlas racionalmente. Esto con la finalidad de entender la dindmica de las
interacciones microbianas y su papel en los ecosistemas, lo que ademas es Util para contribuir al
desarrollo de estrategias biotecnoldgicas que permitan optimizar una variedad de procesos
microbiologicos que son de interés. En resumen, el ensamblaje de comunidades sintéticas ayuda a
la ecologia microbiana a pasar de un campo mayoritariamente observacional y correlativo a uno

con conocimientos mas mecanicistas y moleculares.

2.4. Cuatrociénegas como Habitat Modelo de Estudio de las Interacciones Microbianas.

Cuatrociénegas es un importante reservorio de diversidad ubicado en el estado de Coahuila, al norte
de México. Es un ecosistema conformado por diferentes cuerpos de agua, a pesar de ser una zona
desértica. Estos sistemas de acuiferos son interesantes porque, ademas de no haber tenido nunca
intervencion antropogénica, contienen bajos niveles de fosforo y nutrientes, pero con una alta
cantidad de azufre y magnesio que asemejan a las condiciones marinas. Aunque estas
caracteristicas hacen de este ecosistema un ambiente oligotrofico, estas cuencas de agua poseen
una diversidad inmensa de géneros bacterianos que contienen en su mayoria linajes
contemporaneos y, especificamente, se han encontrado méas de 3,000 cepas bacterianas (Souza et

al., 2004). Aunado a esto, se ha descubierto que este ecosistema ha sido capaz de mantener las
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condiciones marinas ancestrales gracias a la disolucion de minerales y nutrientes que provienen del
sedimento (Wolaver et al., 2013), una razon que ha permitido la megadiversidad de
microorganismos que aun persiste en este nicho ecolégico.

Investigadores refieren que las comunidades microbianas endémicas de Cuatrociénegas han
desarrollado la capacidad de sobrevivir a metales pesados, y mediante quimiosintesis utilizar el
CO2. Ademas, éstas han evolucionado para competir contra microorganismos del mundo exterior,
lo que no ha permitido la proliferacion de bacterias ajenas al ecosistemay por ende que éstas tengan
ancestros filogenéticos muy antiguos (Souza et al., 2018). Al ser sistemas muy complejos, poco
variables, en donde las comunidades microbianas son estables espacial y temporalmente, se puede
decir que las pozas de Cuatrociénegas son el perfecto modelo de estudio de las interacciones
microbianas a través del desarrollo de comunidades sintéticas. Tomando en cuenta esto, Aguirre-
von-Wobeser y colaboradores (2014) analizaron las interacciones de bacterias aisladas de uno de
los cuerpos de agua en Cuatrociénegas, donde descubren que cepas del género Pseudomonas que
poseian alto potencial de competir con cepas que tenian menor distancia genética.

Por un lado, esto podria contribuir al entendimiento de los procesos microbianos en este contexto,
de sobrevivir a metales pesados y COz, lo que podria derivar en nuevos métodos biotecnoldgicos
de biorremediacién. Por otro lado, en este trabajo, el estudio de las interacciones microbianas en
una comunidad sintética de Cuatrociénegas nos brindard la oportunidad de comprender la
coexistencia entre comunidades que promueven la biodiversidad en este habitat y como surge la

dindmica, que a su vez producen un adecuado funcionamiento del ecosistema.

2.4.1. Comunidades Microbianas del Sedimento de la Laguna Churince.

Uno de los cuerpos de agua de Cuatrociénegas recientemente estudiados es la laguna Churince, un
sistema que alberga diversos consorcios microbianos de diferente composicién de estructura
comunitaria y con alto nivel de endemismo (De Anda et al., 2018). Considerando la importancia
que tienen las interacciones por competencia 0 antagonismo que son capaces de llevar a cabo
algunas especies del género Bacillus, en esta laguna se han estudiado los genomas de 2,500

especies del género, aumentando casi en un 21% el nimero de especies previamente conocidas en
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el grupo. Ademas, estudios han atribuido relevancia ecoldgica y evolutiva a la laguna Churince, y
demostrado que especies bacterianas en este nicho han evolucionado para formar una comunidad
bien estructurada que compite por espacio y alimento (Souza et al., 2018; Garcia-Ulloa et al.,
2019). La mayoria de estas nuevas especies encontradas solo se encuentran especificamente en la
laguna Churince. Aunado a las caracteristicas fisicoquimicas de la laguna, esta microbiodiversidad
es una razon por la cual es un ecosistema de interés cientifico en el estudio de las interacciones
microbianas.

Muchas especies encontradas en el sedimento de la laguna Churince han sido recientemente
aisladas, secuenciadas y estudiadas mediante redes de interaccion, en donde investigadores
atribuyen mayor produccién de interacciones antagonistas en confrontaciones entre cepas aisladas
del mismo sitio, lo cual podria deberse al sobrelape ecolégico (Kinkel et al., 2014). Estas redes de
interaccion han demostrado que el ensamblaje de las comunidades bacterianas del género Bacillus
de este sistema estd fuertemente influenciado por interacciones antagonistas, que a su vez
influencian en parte la estructura de estas comunidades (Pérez-Gutiérrez et al., 2013; Zapién-
Campos et al., 2015).

De acuerdo a esto, es posible sugerir que las interacciones antagonistas de Bacillus que median el
ensamblaje de las comunidades bacterianas en el sedimento de la laguna Churince, podrian ser
producto de la expresion de BGCs de metabolitos secundarios toxicos, y que les atribuyen la

capacidad de competir.

2.4.2. Comunidad Sintética BARS.

El género Bacillus es uno de los mas adaptables a diversas condiciones ambientales, incluso hasta
las méas extremas. Este género ha sido clave en el desarrollo de aplicaciones médicas, ambientales
e industriales, gracias a la biosintesis de antibidticos, moléculas bioactivas, bioplaguicidas,
biocombustibles y biopolimeros (Sing et al., 2009; Kumar et al., 2013; Kalia, 2015). Asimismo, la
elucidacién de que las interacciones por competencia son una de las vias por las cuales las
comunidades bacterianas se ensamblan en el ecosistema. Partiendo de este conocimiento, Aguilar-

Salinas (2018) desarrollé la comunidad sintética BARS con miembros de Bacillus spp. (Bacillus,
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Antagonist, Resistant, Sensitive). Esto surge de la exploracién de la dinamica de las interacciones,
a través de ensayos de confrontacion entre cepas de Bacillus spp. con diferentes roles en una red
de interaccion: Bacillus cereus CH111b 4T (Bc111) la cual es primordial para la supervivencia de
la cepa sensible (antes clasificada dentro del género Bacillus) Sutcliffiella horikoshii CH20a_1T
(Sh20a) en presencia de la cepa antagonista Bacillus pumilus CH145 4T (Bpl145) (Figura 4).
Dichas cepas fueron aisladas de comunidades de sedimentos del sistema Churince, en donde bajo
contextos bien simulados, descubren el papel de la cepa R (Bc111) como la que interfiere en el

antagonismo de A (Bp145) contra S (Sh20a), determinando la supervivencia de ésta.
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Figura 4. Interacciones entre las cepas de la comunidad BARS. A) Interaccién entre las cepas
Bp145 y Sh20a. B) Interaccion triple. (Aguilar-Salinas, 2018).
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El descubrimiento de estas funciones emergentes en la comunidad sintética BARS es clave
adicional en el estudio de las interacciones microbianas que influyen en diversos procesos en la
laguna Churince de Cuatrociénegas. Todavia existen preguntas sobre como se desencadenan las
interacciones antagonistas dentro de esta comunidad sintética, una cuestion que ayudaria a entender
el proceso por el cual las comunidades microbianas se ensamblan en un ecosistema con
caracteristicas como las de la laguna Churince. Es necesario continuar la investigacion vy
caracterizacion de estas propiedades mediante el estudio de los factores genéticos y moleculares
gue median el antagonismo, muerte celular, resistencia, y expresion de BGCs relevantes.

El estudio y manipulacion de comunidades sintéticas como BARS es determinante para
comprender cobmo emergen estas funciones en los ecosistemas. Por lo tanto, este trabajo se centra
en continuar la investigacion sobre las interacciones antagonistas de la comunidad sintética BARS

por medio de estrategias de gendmica comparativa y funcional.
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3. HIPOTESIS

En la comunidad sintética BARS, la cepa Bacillus pumilus 145 contiene clusters de genes
para la sintesis de metabolitos secundarios que participan en el mecanismo de antagonismo contra

la cepa Sutcliffiella horikoshii 20a.

29



4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General.

Identificar clusters de genes para la sintesis de metabolitos secundarios, responsables del
mecanismo de antagonismo entre Bacillus pumilus y Sutcliffiella horikoshii de la comunidad

sintética BARS, aisladas de Cuatrociénegas, Coahuila.

4.2. Objetivos Especificos.

e Predecir por bioinformética los clusters de genes de sintesis de metabolitos secundarios
presentes en los genomas de Bacillus pumilus, Sutcliffiella horikoshii y Bacillus cereus
aisladas de sedimento de la laguna Churince de Cuatrociénegas, Coahuila.

e Evaluar el antagonismo de cepas de Bacillus pumilus de sedimento de la laguna Churince,
para determinar cuales, ademas de Bp145, presentan la actividad antagonista contra la cepa
sensible Sh20a (equivalencia ecologica).

e Caracterizar por medio de bioinformatica el cluster de genes candidato seleccionado para

predecir el metabolito secundario posiblemente asociado al efecto antagonista.
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5.1.1. Cepas.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Generalidades.

Las cepas que se utilizaron en este estudio provienen de una coleccion de Bacillus spp. aislada de

sedimento de la laguna Churince de Cuatrocienegas, Coahuila. Los genomas de las cepas fueron

previamente secuenciados (Rodriguez-Torres, 2017), a partir de los cuales se identificaron cepas

que son filogenéticamente cercanas a las cepas de la comunidad BARS (Bp145, Sh20a y Bc111).

También se utilizo la cepa de B. subtilis PY79 como control, la cual no fue aislada de la laguna

Churince (Cuadro 2, 3y 4).

Cuadro 2. Cepas cercanas a la cepa antagonista.

Cepa

Bp145
Bpl44
Bp150
Bal56
Bpl12
Bp95
PY79

NuUmero de acceso (GenBank)

CP027116.1
VTEO00000000.1
CP027034.1
CP022319
VTEO00000000.1
VTEP00000000.1
GCA_000009045.1

Cuadro 3. Cepas cercanas a la cepa sensible.

Cepa

Sh20a
Sh28
Sh88
Shos

Numero de acceso (GenBank)

CP020880.1
VTEV00000000.1
VTEU00000000.1
VTET00000000.1

Especie

B. pumilus

B. pumilus

B. pumilus
B. altitudinis
B. pumilus

B. pumilus

B. subtilis

Especie

S. horikoshii
S. horikoshii
S. horikoshii
S. horikoshii
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Cuadro 4. Cepas cercanas a la cepa resistente.

Cepa Numero de acceso (GenBank) Especie
Bcl11l WBOZ00000000.1 B. cereus
Bclllb MK850167.1 B. cereus
Bc124 WBPC00000000.1 B. cereus
Bc372 WBPKO00000000.1 B. cereus
Bc438 WBPO00000000.1 B. cereus
Bc102 MK880370 B. cereus
Bc311 WBPH00000000.1 B. cereus
Bc370a MK850162.1 B. cereus
Bc436 WBPMO00000000.1 B. cereus
Bc370b WBPJ00000000.1 B. cereus
Bc95 WBPAO00000000.1 B. cereus
Bc139 WBPE00000000.1 B. cereus
Bc316 WBP100000000.1 B. cereus
Bc155 WBPG00000000.1 B. cereus
Bc126 WBPD00000000.1 B. sp
Bc140 WBPF00000000.1 B. sp
Bc101 WBPB00000000.1 B. cereus
Bc4l7 WBPP00000000.1 B. cereus
Bc460 WBPNO00000000.1 B. cereus

5.1.2. Medios de Cultivo.

El medio de cultivo utilizado en este trabajo fue el Medio Marino (MM) utilizado por Aguilar-
Salinas (2018), el cual es una mezcla de varias sales que simula el ambiente acuatico del que
provienen las cepas seleccionadas. Inicialmente se prepararon soluciones para cada uno de los
reactivos, de los cuales para preparar 500 ml se agregaron las siguientes cantidades en gramos: 16
de NazSOs, 6.4 de CaClz, 3.2 de KCI, 1.6 de Na2COs, 1.66 de citrato férrico y 80 de NaCl. Se
preparo también una solucion de MgSOa agregando 49.25g en 100 ml de agua destilada. Ademas,
se prepard una solucién stock de sales, en 500 ml de agua destilada se disolvieron 8 g de KBr, 2.2
g de H3BOs, 2.4 g de NaF, 1.6 g de NH4NOz3 y 8 g de Na2POa. Las soluciones y el stock de sales
se almacenaron a 26°C y se utilizaron posteriormente para preparar el MM (Cuadro 5). Al final se
agregaron 1y 5 g/l de extracto de levadura y peptona de caseina respectivamente al MM. Para
preparar medios sélidos se agreg6 1.5% de agar para MM en placa Petri. Al finalizar la preparacion
del medio, se esteriliz6 en autoclave. En los casos requeridos, se agreg6 rifampicina a una

concentracion final de 50 pug/ml al MM con agar una vez estéril.

32



Cuadro 5. Preparacion del medio marino a partir de soluciones de sales. EI volumen necesario
detallado es para preparar 1 litro de medio: se utilizan 800 ml de agua destilada. Al final se agregan
el extracto de levadura, peptona y, agar (de ser necesario).

Solucion Volumen (ml)
Sulfato de sodio (Na2SQOa4) 30
Cloruro de calcio ( CaClz2) 30
Cloruro de potasio (KCI) 30
Carbonato de sodio (Na2CQOz) 30
Citrato férrico 30
Cloruro de sodio (NaCl) 30
Sulfato de magnesio (MgSQa) 20
Stock de sales 5

5.1.3. Condiciones de Crecimiento.

Las cepas en estudio se activaron a partir de stocks almacenados a -80°C en glicerol y se sembraron
en MM con agar en placa Petri y se incubaron durante dos dias a una temperatura entre 26°C y
30°C.

Una vez crecidas las cepas, se procedid a realizar las confrontaciones entre ellas en medio marino
liqguido (MML). Para esto, primero se puso a crecer un cultivo de 5 ml de MML durante 14 h a
30°C y 200 rpm. Posteriormente, se agregd un preinoculo de 100 pl de cultivo en 30 ml de medio
fresco y se incuban bajo las mismas condiciones hasta una densidad éptica (D.O.s00) de 0.4 para

las cepas antagonistas y resistente, y 0.9 para la cepa sensible.

5.2. Prediccion de Clusters de Genes para la Sintesis de Metabolitos Secundarios.

Para predecir los grupos de genes de sintesis de metabolitos secundarios presentes en los genomas
de todas las cepas, se utilizd la herramienta en linea Bacterial antiSMASH (Medema et al., 2011).
Este servidor permite la rapida identificacion, anotacion y andlisis de BGCs de metabolitos
secundarios en un genoma, el cual se integra y enlaza con una gran cantidad de herramientas de

analisis de metabolitos secundarios in silico que se han publicado anteriormente. AntiSMASH
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funciona con varias herramientas de codigo abierto como HMMer 3, NCBI, etc., a través de las
cuales se pueden construir librerias de modelos especificos para NRP (péptidos no ribosomales),
PKs (policétidos sintasas), terpenos, antibidticos, bacteriocinas, genes caracteristicos de la
biosintesis de fosfoglicolipidos, melanina, aminoglucésidos, y lantipéptidos, por mencionar
algunos (Medema et al., 2011). Inicialmente, se proporcionaron al servidor los nimeros de acceso
de GenBank de las cepas de interés (Cuadros 2, 3 y 4), se obtuvieron los grupos de genes y los
metabolitos que se podrian estar sintetizando, asi como un valor de identidad con un grupo de
referencia. Utilizando estos datos, se construyd un diagrama de presencia/ausencia de grupos de
metabolitos secundarios, incluyendo su valor de identidad, para cada cepa estudiada.

De forma simultanea, para el caso de los genomas de las cepas cercanas a la antagonista se realizé
un alineamiento multiple de BGC en aquellos casos donde el andlisis por AntiSMASH no
proporcion6 un valor de identidad referencia para corroborar si los BGC de tales metabolitos eran
homologos o no, y asi poder clasificarlos e identificarlos de manera cualitativa. Esto se realizd
analizando los genomas a través de la herramienta basada en Python de nombre Clinker, la cual
extrae de forma automatica las traducciones de proteinas y realiza alineaciones globales entre las
secuencias de cada BGC (Gilchrist y Chooi 2021).

De esta manera, se conocid el potencial de sintesis de metabolitos secundarios que podrian mediar

el antagonismo en la comunidad BARS.

5.3. Equivalencia Ecologica.

En la comunidad sintética BARS, la cepa Sh20a es antagonizada por la Bp145 (Aguilar-Salinas
2018), sin embargo, esta interaccion antagonista no surge cuando Bc111 esta presente, evitando la
muerte celular de la cepa Sh20a. Se esperaba que dentro de la coleccidn de Bacillus de sedimento
de la laguna Churince, existieran otras cepas de la especie B. pumilus con equivalencia ecoldgica,
esto es, que lleven a cabo el antagonismo contra Sh20a. Por lo tanto, se busco la equivalencia
ecologica entre las cepas filogenéticamente cercanas a Bpl145: Bpl44, Bpl50, Bal56, Bp95 y
Bpl112. Con base en los BGC de antimicrobianos que comparte la cepa Bpl45 con las cepas

seleccionadas, la hipdtesis fue que alguna de ellas pudiera llevar a cabo el mismo rol que la
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antagonista dentro de la comunidad BARS, y con ello determinar los BGC que influyen en el

antagonismo.

5.3.1. Obtencion y Seleccion de Mutantes Espontaneas Resistentes a Rifampicina.

Luego de realizar confrontaciones dobles en co-cultivo (antagonista vs sensible), las UFC
resultantes se miden por diluciones y vaciado en placa Petri. Sin embargo, al sembrar los co-
cultivos en MM (medio marino) agar, es posible que el conteo de UFC de la cepa sensible sea
subvalorado ya que probablemente la cepa sensible siga siendo inhibida ya sea por el antagonismo
o0 por el espacio en el agar. Para solucionar esta limitacion en el modelo de estudio, se obtuvieron
variantes de la cepa Sh20a con mutaciones espontaneas de resistencia a rifampicina (Nicholson y
Maughan, 2002). Se prepard un preindculo de 5 ml crecida overnight de la cepa sensible,
posteriormente se inocularon 300 ul de cultivo en 50 ml de MML fresco. Luego de alcanzar una
D.0O.600 de 0.9, se centrifugd la biomasa a 10,000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente, para
llevar a las células hasta una concentracion de 100x y luego se plaquedé el volumen total de células
concentradas en MM agar con 50 pg/ml de rifampicina, dejando incubar a 30°C por 3 dias. De las
colonias mutantes espontaneas, se seleccionaron tres de ellas y se contrastaron con la cepa silvestre
mediante pruebas de morfologia celular y colonial por microscopia para demostrar que fueran
derivadas de Sh20a.

Para corroborar que las mutantes espontaneas resistentes a rifampicina de la cepa Sh20a no
perdieran sus caracteristicas y propiedades de sensibilidad, se hicieron pruebas de crecimiento y
ensayos de inhibicion sobre las mutantes obtenidas. Para las pruebas de crecimiento en presencia
de rifampicina, se realizaron monocultivos de la cepa original y 3 mutantes en MML. Las cepas a
analizar se cultivaron en MML y se llevaron hasta la fase estacionaria, posteriormente se hicieron
diluciones 1:10 de cada cultivo y se sembraron 10 pl de todas las diluciones en MM agar con y sin
rifampicina. Se comparé el crecimiento de cada cepa en ambos medios. Para confirmar que las
cepas Sh20a mutantes espontaneas presentan sensibilidad ante la cepa antagonista Bpl45, se
realizaron ensayos de antagonismo en agar. Para esto se inocularon 20 pl de cultivo de cada
mutante en 25 ml de MM con agar antes gelificar, se vacio la mezcla en caja Petri y se dejo secar

durante 1 h. En la superficie del agar se sembraron triplicados de 5 pl sobre el medio gelificado de
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un cultivo de la cepa antagonista Bp145 mediante la técnica de gota y se dejo en incubacion 24 h
a 30°C. Posterior a las 24 h de crecimiento se procedié a medir el &rea de la colonia y el halo de
inhibicion producido. Se consideraron cepas de Sh20aRif" aquellas que conservan todos los
fenotipos de interés esperados.

5.3.2. Ensayos de Confrontacion Doble.

A fin de descubrir cuales de las cepas filogenéticamente cercanas a la antagonista Bp145 son
capaces de llevar a cabo el mismo rol en el sistema (equivalencia ecoldgica), se hicieron
confrontaciones de acuerdo a la metodologia descrita por Aguilar-Salinas (2018) en co-cultivo en
MML con la cepa mutante seleccionada (Sh20aRif"). Para ello se dejaron crecer las cepas de
acuerdo a las condiciones de crecimiento descritas y se llevaron hasta una densidad optica (D.O.s00)
de 0.5 para Bpl145 vy las cepas filogenéticamente cercanas, y 0.9 para Sh20a'Rif para tener una
densidad poblacional de aproximadamente 8x108y 1.5x10° UFC/ml, respectivamente. Una vez
alcanzada esta D.O.s00 Se tomd una muestra de la cepa Sh20a'Rif para tomarla como tiempo cero
de la interaccion, preparando diluciones 1:10 y se sembraron en MM agar. Para el caso de las
confrontaciones en interacciones por pares, el volumen de la cepa Sh20a'Rif y Bpl45/cepas
seleccionadas fue de 5 y 1 ml respectivamente, aforando hasta 10 ml con MML fresco en tubos
plasticos cénicos de 50 ml. Luego de 30 minutos en interaccién a una temperatura de 26°C sin
agitacion, se tomo6 muestra en cada caso para hacer diluciones 1:10 y sembrarlas en MM agar con
rifampicina. Este procedimiento se realizé por triplicado. Se compararon las UFC/ml de la cepa
sensible en tiempo 0 (antes de realizar la mezcla) con el tiempo 30 en la interaccion, para conocer
el porcentaje de sobrevivencia, y con ello se logré comparar la actividad antagonista de Bp145 y
todas las cepas filogenéticamente cercanas.

Adicionalmente, se realizd un experimento para probar si el metabolito responsable de efectuar el
antagonismo se acumula después de la fase exponencial. Para esto, se incub6 la cepa sensible Sh20a
hasta la D.O.s00 indicada anteriormente. En el caso de la cepa antagonista Bp145 y las cepas
filogenéticamente cercanas, se incubaron durante 24 h hasta la fase estacionaria. Las

confrontaciones se llevaron a cabo bajo la técnica descrita en este apartado.

36



5.3.3. Ensayos de Confrontacion Triple.

Para sustentar las observaciones en experimentos de confrontacion doble, en los cuales se
determind cudles cepas presentan equivalencia ecoldgica, se realizaron confrontaciones triples
(Antagonista, Sensible y Resistente) buscando que el efecto de antagonismo de las cepas
equivalentes se atenuara con la presencia de la cepa resistente. La metodologia para llevar a cabo
las interacciones en un co-cultivo de tres cepas es descrita por Aguilar-Salinas (2018), siguiendo
las mismas condiciones de crecimiento. En el caso de la cepa resistente, se llevo hasta una O.D.so0
de 0.7 para tener una densidad poblacional de 2x108 UFC/mI. Se mezclaron 1 ml de Bc111, 1 ml
de Bp145 (o de la cepa equivalente) y 5 ml de Sh20a'Rif, aforando hasta 10 ml con MML fresco.
Las mediciones de UFC/ml en MML con rifampicina de la cepa sensible se realizaron antes de la
interaccion, y 30 min después de la interaccion a 26°C.

Una vez identificadas la cepa ecologicamente equivalente a Bpl45 se correlaciond con la
informacidn generada en el primer objetivo para seleccionar un BGC candidato como posible
mediador del antagonismo. El criterio para esta seleccion fue que el BGC estuviera presente

solamente en la cepa antagonista y las equivalentes.

5.4. Ensayos de Inhibicién en Agar.

Las condiciones establecidas para las interacciones de la comunidad BARS, ya sean dobles o
triples, son a 26°C en MML, las cuales simulan el microambiente del que provienen, es decir, la
laguna Churince de Cuatrociénegas, en México. Sin embargo, para poder caracterizar a fondo el
mecanismo de antagonismo de Bpl45 sobre Sh20a era indispensable definir el efecto en otras
condiciones diferentes al MML; especificamente, se buscaba un modelo experimental que
permitiera una cuantificacion del antagonismo mas rapido y eficiente, para poder probar mas
condiciones en ensayos tipo screening. Para esto, se decidio probar las interacciones en medio
semisolido, con la técnica de spot on lawn (Cadirci y Citak, 2005), donde la cepa sensible se mezcla
en el agar y la cepa antagonista se siembra como gota sobre el agar, buscando la aparicién de un
halo de inhibicidn. Para calcular la inhibicion en las pruebas realizadas, se midio el diametro de la
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colonia crecida y del halo formado, después se calcul6 el &rea tanto de la colonia como del halo,
mismos que se restaron para obtener el area de la zona de inhibicion. Finalmente se obtuvo un
cociente en cada caso dividiendo el area de la zona de inhibicion entre el area de la colonia. Este

cociente se tomé como la inhibicién resultante.

5.4.1. Busqueda de Equivalencia Ecoldgica.

Para evaluar la existencia de equivalencia ecoldgica entre Bp145 y las cepas cercanas en agar, se
monto un ensayo de confrontacion doble en MM con agar. Inicialmente se incubaron preindculos
de Sh20a, Bp145, Bp144, Bp150, Bal56, Bpl12, Bp95, y la cepa control BsPY79 (Schroeder y
Simmons, 2013). Posteriormente, bajo la técnica de spot on lawn se vertieron 5 ml de cultivo de la
cepa sensible Sh20a sobre 100 ml de MM con agar antes de gelificar, se vaciaron en placa Petri y
se dejaron secar durante una hora. Se tomaron 10 pl de cada uno de los cultivos de las cepas
seleccionadas y se inocularon a través de la técnica de gota en lugares especificos del agar,
finalmente se incubaron a 30°C. Luego de la incubacion durante al menos 24 h, se midio el
diametro de la colonia y el diametro del halo en milimetros para calcular la inhibicion (Cadirci y
Citak, 2005).

5.4.2. Prueba de Sinergismo y Cooperacion.

Los metabolitos secundarios capaces de producir el antagonismo sobre la cepa sensible podrian
producir sinergismo si se les combina, efectuando una cooperacién que puede deberse a la accion
de dos metabolitos diferentes (Rigatto y Falci, 2016; Kali et al., 2016). Para probar si la
combinacion de dos cepas diferentes es capaz de producir mayor inhibicion en MM agar y
determinar la existencia de metabolitos antimicrobianos diferentes se realizd un ensayo de
inhibicidn. Las cepas seleccionadas y Bp145 se crecieron overnight a 30°C en MML durante 14 h
y se les combind en una proporcion de 50% (v/v) en microtubos de 1.5 ml. La mezcla se inocul6
mediante la técnica de gota sobre el medio con la cepa sensible vertida previamente y se dejaron

incubar a 30°C durante 24 h. Se calcul6 la inhibicion del halo producido por cada par de cepas y
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se comparé con el resultado de la suma de la inhibicion producida por ambas cepas de manera
individual, generando un cociente (halo experimental/halo esperado) para corroborar si existe
sinergia entre las cepas para efectuar la inhibicion de Sh20a.

5.4.3. Determinacion de la Utilizacion de Fuentes de Hierro.

Los antibidticos tienen diversos mecanismos para ocasionar la muerte celular de una especie
bacteriana. Una de ellas es la produccion de sideréforos, los cuales tienen la capacidad de quelar
cationes de hierro presentes en el medio. Para probar la participacion de metabolitos secundarios
de este tipo, se mont6 un ensayo de inhibicion de las cepas filogenéticamente cercanas a Bp145
sobre la cepa sensible, en MM agar a diferentes concentraciones de citrato férrico (Van Bergeijk
et al., 2022). Este compuesto es la tnica fuente de hierro con una concentracion de 400 pM en
condiciones normales. Para éste trabajo se vertio un cultivo de la cepa sensible sobre diferentes
medios para los cuales se utilizd una concentracion de cero, 100 veces menor (4 uM) y el doble
(800 uM) de la concentracion normal de citrato férrico. Se usaron 10 pul de cada una de las cepas
seleccionadas con la técnica de gota sobre el agar y se incubaron a 30°C. Después de 48 h se midio

el diametro de la colonia y del halo para calcular la zona de inhibicion.

5.5. Prediccion Computacional del Metabolito Involucrado en la Interaccion Antagonista.

Las interacciones antagonistas son cominmente mediadas por metabolitos secundarios toxicos,
producto de la expresion de BGCs. Por lo tanto, para entender la dindmica de ensamblaje de la
comunidad sintética BARS, es fundamental descubrir el BGC responsable del mecanismo de
antagonismo de Bp145 vs. Sh20a. Basado en los resultados de los objetivos 1y 2, se selecciono el
cluster identificado por ANTISMASH como zwitermicina (Bp-ZmA-Like) con un 18% de
identidad, dado que éste solo se encuentra presente en las cepas equivalentes. En esta parte del
trabajo se hicieron predicciones sobre la actividad bioldgica, biosintesis y estructura molecular del

metabolito seleccionado para correlacionarlo a metabolitos con actividad antibiotica.
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5.5.1. Estimacién de la Actividad Bioldgica.

Los analisis por bioinformatica a partir del genoma microbiano son capaces de revelar con mucha
precision instrucciones genéticas y clusters de genes biosintéticos, y por ende determinar qué
metabolitos secundarios codifican estos BGC. Con base en esto, se utiliz6 un método
bioinformatico que emplea clasificadores de aprendizaje automatico que predicen la actividad
antibacteriana o antifungica en funcion de la secuencia del BGC con una precision de hasta el 80%
(Walker y Clardy, 2021).

Se analizaron las caracteristicas de los clusters de genes similares a antibioticos segun la prediccion
de AntiSMASH: liquenisina, fengicina, bacilisina, bacilibactina y zwitermicina. Esto se realizo a
través de la version de script de linea de comandos para la cual se necesita el archivo output de
AntiSMASH para cada BGC y el identificador de genes de resistencia (RGI) del genoma completo,
en este caso de la cepa Bp145. El programa arroja para cada cluster, un valor de probabilidad para
tener actividad antimicrobiana (anti Gram positiva 0 negativa), antifingica, antitumoral o

citotoxica. Finalmente, los resultados se analizan de manera grafica mediante PRISM 9.0.

5.5.2. Prediccion de la Estructura Molecular.

En este punto, se utilizo la plataforma integral PRISM 4 que predice las estructuras quimicas de
los antibioticos codificados gendmicamente e incluye todas las clases de antibidticos bacterianos
conocidos. Esta plataforma traza la biosintesis de metabolitos secundarios en una coleccion de mas
de 10,000 genomas bacterianos de cultivos aislados (Skinnider et al., 2020).

Para predecir la estructura molecular del metabolito sintetizado por el BGC candidato, se utilizé
como input la secuencia gendémica del cluster de 44,901 pares de bases. Al finalizar el analisis, el
output es una serie de graficos en donde se plasman cada uno de los genes de biosintesis de
antibidticos, la clasificacion molecular del cluster, y las estructuras moleculares predichas en
formato SMILE. Las cadenas SMILE fueron analizadas con STOUT, una herramienta de

quimioinformatica que adopta un enfoque de traduccién automatica neuronal de aprendizaje
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profundo para asignar el nombre molecular de acuerdo a las reglas de nomenclatura establecidas
por la Union Internacional de Quimica Pura 'y Aplicada (IUPAC) (Rajan et al., 2021).

Finalmente, se identificaron los grupos funcionales del metabolito en su estructura molecular con
ayuda de Checkmol, un programa que sigue una linea de comandos capaz de leer archivos de
estructura molecular en diferentes formatos (Haider, 2010); en este caso, el input fueron las cadenas

SMILE, detectando varios grupos funcionales y elementos estructurales.
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6. RESULTADOS

6.1. Perfil de BGCs Codificados en los Genomas de las Cepas de Estudio.

En este trabajo, inicialmente se estudiaron las 3 cepas de la comunidad sintética BARS (Aguilar-
Salinas, 2018): B. pumilus 145 (antagonista), que es capaz de antagonizar a la cepa S. horikoshii
20a (sensible), mientras que la cepa B. cereus 111 (resistente) tiene la capacidad de atenuar el
efecto antagonista. Sin embargo, el interés principal es conocer los metabolitos producidos por la
cepa antagonista Bp145, que pudieran estar asociados con la inhibicidn de la cepa sensible Sh20a.
Con el fin de predecir un perfil de clusters de sintesis de metabolitos secundarios presentes tanto
en la cepa antagonista Bp145 como en las filogenéticamente cercanas a ella (Cuadro 2), se utilizé
la herramienta en linea AntiSMASH, la cual gener6 dos tipos de datos con los genomas de cada
cepa. Primero, genera datos cuantitativos que identifican un cluster e indican un porcentaje de
similitud con otro BGC de referencia derivados de plataformas como NCBI; segundo, arroja datos
cualitativos basadndose en el tipo de molécula que se esta expresando, pero sin un cluster de
referencia que pueda indicar exactamente qué metabolito se esta sintetizando.

En el caso de los clusters con una referencia y valor de identidad, se observan BGCs muy
conservados entre las cepas, entre ellos algunos que sintetizan antibidticos bien descritos y
conocidos como fengicina (53%), liquenisina (entre 14 - 85%), bacilisina (85%) y bacilibactina
(53%). Estos metabolitos han sido asociados a actividad de fungicidas, biosurfactantes, sideroforos,
y antimicrobianos (Ongena et al., 2005; Grangemard et al., 2001; Dertz et al., 2006; Parker y
Walsh, 2013)., Ademas, se identifico un cluster con 18% de identididad al cluster que sintetiza
zwitermicina (ZmA), el cual solo esta presente en los genomas de Bp145, Bp144 y Bp150, pero no
en las cepas Bp95, Bp112 y Bal56 (Figura 5 A). Este metabolito es un hibrido policétido-péptido
no ribosomal producto del metabolismo de Bacillus cereus, que tiene diversas acciones biologicas

como actividad antiprotista y antibacteriana (Emmert et al., 2004; Luo et al., 2011).
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Figura 5. Analisis de BGCs presentes en las cepas cercanas a Bp145. A) clusters presentes en las
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En el caso de los clusters sin referencia, se realiz6 un segundo analisis bioinformaético a través del
programa Clinker, para determinar homologia entre los BGCs y determinar cuantos tipos de un
mismo metabolito se encuentran presentes entre las cepas. Se encontré que para el caso de los
clusters que sintetizan moléculas tipo RiPPs (Péptidos Ribosomales Sintetizados
Postraduccionalmente), T3PKS (Policétido Sintasas Tipo I11) y terpenos, se obtuvieron cuatro tipos
de metabolitos diferentes entre las cepas, presentando homologia solo los que sintetizan las cepas
Bpl145y Bp150, y las cepas Bp95 y Bp112 (Figura 6 A,B,C). Por otro lado, se encontraron cinco
diferentes RRE (Elementos de Reconocimiento de RiPP) entre las cepas, con una notable
homologia Unicamente en las cepas Bpl45 y Bpl50 (Figura 6 D). Para el caso de los NRPs
(Péptidos No Ribosomales), solamente se encontraron 2 clusters que son sintetizados por la cepa
Bp144 y son homologos, lo cual podria deberse a una duplicacion en el genoma de dicho cluster
(Figura 6 E). Utilizando este andlisis, se logré plasmar un mapa mas completo mostrando los
perfiles (a nivel cualitativo) de BGCs. Notablemente, la cepa antagonista comparte todos los BGCs

de RIiPPs, T3PKS vy terpenos con la cepa Bpl50 (Figura 5 B). Algunos RiPP y terpenos han
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mostrado tener actividad antibidtica de forma nativa, mientras que otros productos naturales
asociados a la actividad antimicrobiana provienen de rutas biosintéticas donde participan T3PKS
que desempefian funciones criticas en la biosintesis de estos metabolitos secundarios (Graham y
Mitchell, 2018; Gallucci et al., 2009; Wawrik et al., 2005; Yu et al., 2012).
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Figura 6. Alineamiento multiple de clusters sin referencia. Clusters homdélogos comparten un color
especifico para cada gen. A) Producto peptidico sintetizado ribosomalmente y modificado
postraduccionalmente. B) Policétido sintasa tipo Ill. C) Aceites esenciales de tipo terpeno. D)
Elementos de reconocimiento de RiPP. E) Péptidos no ribosomales. Los colores indican homologia
y el color gris indica no homologia.

En la interaccion triple, la cepa Bclll es capaz de evitar el antagonismo, promoviendo el
crecimiento de la cepa sensible Sh20a. Por esta razon, un tercer perfil de BGC se realiz6 tomando
en cuenta los genomas de cepas filogenéticamente cercanas tanto a Bp145, Sh20ay Bc111 (Cuadro
2,3y 4). Esto con la finalidad de descartar aquellos clusters que las cepas estuvieran compartiendo
entre si. Se encontrd que los BGC de sintesis de los antibioticos fengicina y bacilibactina son los

Unicos presentes tanto en Bpl145 y Bclll como en las cepas cercanas a estas (Figura 7). Es
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interesante notar que los genomas de Sh20a, Sh88, Sh98 y Sh28 (cepa sensible y las
filogenéticamente cercanas) no comparten ningun cluster de sintesis de antibioticos con la
antagonista, ademas de que sus genomas sintetizan un nimero menor metabolitos comparadas con

las cepas “resistentes” y “antagonistas”.

Similitud
AntiSMASH
511 [r& 4
Carotenoide 100
Fengicina fi
Liquenisina 80
Bacilisina
Bacilibactina 60
Zwitermicina=
Botromicina = 40
Surfactina- | . |
Nostopeptolida= 20

Nostociclopéptido A2+

Anabaenopeptina+ I - - 0
Rhizomida=

Heme D1+

Bacilomicina=

Paenodina+ . -

Kirromicina=
Cianopeptina~
Puwainaficina F I
Cofactor de Molibdeno=
Ceredicina= - .
Chejuenolida+
Cloranfenicol~
Cianopeptolina=
Criptoficina~
Thusina= .
Enterocina NKR+
Glicano de Capa S+
Turincina H+
Pellasoren=

Ruminococcina A+

Lactocina+
bIboagtieeeriINearselabebeoErg
< DT ODWOWANTTeE NMNMNMOTCTOMOMOHOTUONTOT™®
T Qv e N LT MO YTAYT OM e - @@
QoM AaAQTLPNY L OO0 0VOMOmMmMOUMOOL OOV OO O
oo ooo®w mammmmmsmgm MOmOOmMODNDOD

Figura 7. Andlisis AntiSMASH de los cllsters presentes en cepas cercanas a Bp145, Sh20a y
Bcl1l. Los colores representan las cepas filogenéticamente cercanas a la antagonista (rojo),
sensible (verde) y resistente (azul).
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6.2. Interacciones en Medio Liquido.

6.2.1. Mutantes Resistentes a Rifampicina.

En la comunidad BARS, la interaccidn de antagonismo se realiza en un co-cultivo en medio liquido
durante media hora. En este lapso se toman muestras para preparar diluciones y sembrar en placa
para conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) de cada cepa. En este trabajo notamos que
el antagonismo probablemente contintia en MM agar, y por lo tanto los conteos de la cepa sensible
podrian estar subvalorados. Se opt6 por obtener una variante de la cepa Sh20a con mutaciones
espontaneas de resistencia a rifampicina (Rif) con la finalidad de cuantificar las UFC/ml de la cepa
sensible en agar MM+Rif, en donde la cepa antagonista no tendria crecimiento. A partir de 50 ml
de cultivo con una concentracion de 2x108 UFC totales por ml, se obtuvieron 91 colonias resistentes
a rifampicina. Esto corresponde a una frecuencia de mutacion espontanea de 2.28 x10® células
Rif'/totales, lo cual coincide con el valor obtenido para otros Bacillus (Nicholson y Maughan,
2002). Se seleccionaron 3 colonias y se caracterizaron para confirmar que la cepa original no
perdiera sus caracteristicas relevantes para su funcién en la comunidad BARS: morfologia colonial
y celular, crecimiento, y sensibilidad a la cepa Bp145. Visualmente, las 3 variantes conservan la
morfologia colonial de la cepa silvestre, incluyendo la coloracion amarilla, los bordes lisos y la
textura brillosa (Figura 8 A). A nivel microscépico, las células mantienen también la misma
morfologia (Figura 9).

De igual manera, se busco que la mutante seleccionada creciera exactamente igual en MM con y
sin Rif, por lo que se procedio a contar las UFC totales y UFC resistentes a Rif a partir de cultivos
liquidos en MM (sin Rif) en fase estacionaria; se obtuvo que la colonia 1 presentd un nimero de
UFC/ml similar en MM con y sin rifampicina (Figura 8 A). Finalmente, todas las mutantes
analizadas mantuvieron la caracteristica de sensibilidad de la cepa Sh20a frente a la Bp145 (Figura
8 B, C). Con esta informacion, se seleccion6 la colonia 1 (Sh20aRif") para los siguientes

experimentos.
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Figura 8. Caracterizacion de las mutantes espontaneas resistentes a rifampicina. A) Comparacion
visual del crecimiento de la cepa original y las mutantes obtenidas. B) Comparacion de las UFC/ml
en medio marino con Yy sin rifampicina. C) Tasas de inhibicion de Sh20a original y mutantes en
confrontacién con Bp145, el valor del eje y resulta de la divisidn del area la zona de inhibicion
entre el area de la colonia.
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Figura 9. Comparacmn microscopica de Sutcllfflella horlkoshu 20a. A) Cepa original. B) Colonia
mutante resistente a rifampicina.

6.2.2. Equivalencia Ecologica entre las Cepas.

Para obtener uno 0 mas clusters candidatos posiblemente asociados al antagonismo de Bp145 sobre
la cepa Sh20a, propusimos determinar equivalencia ecoldgica de cepas de B. pumilus
filogenéticamente cercanas a Bp145 (Cuadro 2), es decir, definir cuales tienen la capacidad de
antagonizar a Sh20a para correlacionar con el perfil de BGCs.

La interaccion entre la cepa antagonista y sensible ocurre en co-cultivo en un lapso de 30 min. En
estos experimentos, se hicieron mediciones de las UFC/ml de la cepa sensible Sh20a al tiempo 0
(antes de la interaccion) y al tiempo 30 de la interaccion con cada una de las cepas cercanas a
Bp145 (posibles antagonistas). Con la comparacion de ambos nimeros se puede definir cuales
tienen un efecto antagonista. Se encontraron disminuciones en UFC/ml de Sh20aRif" solamente
cuando se le confronta contra Bp145, Bp144 y Bp150 después de 30 minutos (Figura 10 A); es
decir, el nimero de UFC/ml al tiempo 30 fue significativamente diferente del tiempo cero (p<0.05).
En el caso de la interaccion con Bp145, la Sh20aRif" disminuyé desde 8x108 hasta 3x108 UFC/m,
y 1x10® UFC/ml en la interaccion con Bp144, proporcional a una sobrevivencia del 40% y 20%
respectivamente. Mientras que, cuando a Sh20a se le confronta con Bp150, las UFC/ml de la cepa
sensible disminuyen desde 5x10® hasta 9x10° UFC/ml, representando una sobrevivencia

equivalente al 27% (Figura 10 A). Finalmente, las cepas Bal56, Bp112, Bp95y el control negativo,
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no ocasionaron disminuciones significativas (Figura 10 A). Estos resultados indican que dentro de
la comunidad BARS, las cepas Bp150 y Bp144 son capaces de antagonizar a Sh20aRif", por lo cual
las definimos como cepas ecoldgicamente equivalentes a Bp145.

Posteriormente, se evalu6 si el metabolito responsable podria acumularse durante el crecimiento
de la bacteria antagonista: en ese caso, se hipotetiz6 que un cultivo en fase estacionaria podria tener
un efecto antagonista mayor. Para probar esto, se midi6 el antagonismo de todas las cepas,
utilizando la misma estrategia experimental, pero con cultivos de las cepas antagonistas en fase
estacionaria (24 h de crecimiento). Los datos muestran que las cepas equivalentes (Bp145, Bpl144
y Bp150) en fase estacionara presentan un nivel de antagonismo similar al observado en fase
exponencial (Figura 10 A y B); el resto de las cepas (Bal56, Bp112, Bp95 y el control) fueron
capaces de producir metabolitos antimicrobianos en esta fase, antagonizando a la cepa sensible
Sh20aRif" (Figura 10 B).

Ademaés de la cepa antagonista (Bp145) y sensible (Sh20a), la comunidad BARS incluye a la cepa
resistente Bacillus cereus 111 que tiene la funcion de evitar el antagonismo. Para corroborar los
resultados de equivalencia ecoldgica, se realizaron ensayos de confrontacion triple con las cepas
identificadas como equivalentes (Bp145, Bpl44 y Bp150). El efecto de resistencia se observd
claramente en la interaccion con Bp145, pues la cepa sensible disminuye en la interaccion doble
de 1x10° a 1x10® UFC/ml, y se recuper6 hasta 5x10% UFC/ml en la interaccion triple, con un
porcentaje de sobrevivencia dos veces mayor (Figura 10 C). En el caso de la interaccién con Bp150,
también observo una recuperacion de Sh20a al aumentar de un nimero de UFC/ml de 1x108 en
confrontacion doble, a 5x10®2 UFC/ml en presencia de Bclll, alcanzando un porcentaje de
sobrevivencia cercano al 50%. Sin embargo, el efecto de resistencia sobre el antagonismo no se
logré replicar en la interaccion con la cepa Bpl44, pues el nimero de UFC/ml de 1x108 en

confrontacién doble se mantuvo sin cambios al agregar a la Bc111 (Figura 10 C).
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Figura 10. Confrontaciones en medio marino liquido. A) Comparacién de UFC/ml de Sh20aRif" al
tiempo 0y al tiempo 30 de interaccién (prueba de comparacion multiple por ANOVA de 2 vias y
un o de 0.05), se expresan estos resultados en porcentaje de sobrevivencia de Sh20aRif" en
confrontacién doble. B) Confrontacién de las cepas seleccionadas en fase estacionaria contra
Sh20aRif" en condiciones normales (fase exponencial). C) Comparacion de UFC/ml de Sh20aRif"
al tiempo 0 y al tiempo 30 de la confrontacién doble (AxS) y triple (AXSxR) (prueba de
comparacion multiple por ANOVA de 2 vias y un o de 0.05). El resultado se expresa en porcentaje
de sobrevivencia de Sh20aRif" en confrontacion doble y triple.
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Tomando en cuenta toda la informacion obtenida en los ensayos de equivalencia ecoldgica (Figura
10), y correlaciondndolos con la informacion del perfil de clusters de sintesis de metabolitos
secundarios (Figura 5), se sugiri6 que el cluster 18% similar a zwitermicina (ZmA) (Figura 11) es
el Unico presente en las cepas ecolégicamente equivalentes y no en las demas cepas. Este cluster
mide 44.9 kb, contiene 17 genes (Cuadro 6), y aunque tiene un similitud a zwitermicina, esta
similitud se basa en la presencia de un solo gen (03360), es decir, no parece estar asociado a ningun
metabolito conocido. Por lo tanto, en este trabajo se decidié por nombrar a este cluster como Bp-
ZmA-Like.

Start (662,314) 03320 |End (707,215)
670,000 660,000 90,0007 700,000
||:> D ..| 03340 > ["03350 >| 03355 > .‘
03290 | 03310 | | | 03370
03295 03325 03335 03365
03305 03315 03330 03345
BGC-ZmA

44,901 bp

Figura 11. Cluster de genes Bp-ZmA-Like. Cada color indica un gen diferente.

Cuadro 6. Genes del Bp-ZmA-Like.

Clave Anotacién Tamafo (pb)
03290 Proteina hipotética 13
03295 Transportador MFS 1233
03300 Sintasa de péptido no ribosomal 4467
03305 Serina hidrolasa 1542
03310 Proteina hipotética 1005
03315 Tioesterasa 711
03320 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa 858
03325 Proteina hipotética 1056
03330 Proteina transportadora de acilo 270
03335 Acil-CoA deshidrogenasa 1143
03340 Sintasa de péptido no ribosomal 9090
03345 Sintasa de péptido no ribosomal 2670
03350 Policétido sintasa 4506
03355 Policetido sintasa 7251
03360 Policétido sintasa 6423
03365 Proteina hipotética 1008
03370 Fosfatasa alcalina 1407
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6.3. Interacciones en Agar.

6.3.1. Sinergismo y Equivalencia Ecoldgica.

Con el fin de caracterizar el antagonismo en condiciones diferentes al MML y de buscar si el
mecanismo de antagonismo podria verse afectado por estas condiciones, se intentd replicar la
equivalencia ecoldgica de todas las cepas filogenéticamente cercanas a la cepa antagonista (Cuadro
2) de la comunidad BARS (Bp145) en ensayos de halo de inhibicion en medio semi-sélido (MM
con agar). Para esto, se montaron las interacciones de tal manera que la cepa sensible (Sh20a) se
mezcld en el agar y la cepa “antagonista” se inoculé como gota sobre el agar, buscando la aparicion
de un halo de inhibicion. De acuerdo a la figura 12 A, la zona de inhibicion de la cepa sensible es
mayor en la interaccién con las cepas no equivalentes a Bp145 (Bal56, Bp112 y Bp95) incluyendo
a la cepa control (PY79), con un cociente de inhibicion (area halo/areacolonia) entre 0.5y 2.2.
Mientras que las cepas equivalentes a Bp145 (Bpl144 y Bp150) producen una zona de inhibicion
notablemente menor a las demas, el antagonismo resulta en un cociente de inhibicion entre 0y 0.5,
sobre todo en el caso de la cepa Bp150 que no antagoniza en agar (Figura 12 A). De hecho, no se
encontrd ninguna correlacion entre el antagonismo en liquido y en agar (Figura 12 B). Aunque esto
parece indicar que los mecanismos involucrados en el antagonismo en ambas condiciones son
distintos, no se puede descartar que el mismo metabolito este participando en las cepas Bp145 y
Bp150. Por lo tanto, se continuaron algunos ensayos adicionales para caracterizar el antagonismo
en MM agar.

Bajo el fundamento de que algunos antibidticos incrementan el didmetro de la zona de inhibicién
al mezclarse con un antibidtico diferente (Kali et al., 2016), a continuacién, se plante6 la hipotesis
de que algunas cepas cercanas a Bp145 son capaces de producir antagonismo debido a la actividad
de metabolitos secundarios diferentes. Con el objetivo de determinar esto se realizaron ensayos de
inhibicién utilizando combinaciones dobles de las cepas (Bp145, Bpl144, Bp150, Bal56, Bpl112,
Bp95 y PY79) sobre Sh20aRif', en donde se asumid que, si dos cepas antagonizan con metabolitos
diferentes, el antagonismo deberia incrementar al mezclarlas e inocularlas por gota sobre la cepa

sensible en agar. El heat map de este ensayo muestra los valores de antagonismo normalizados que
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vande O a1 (Figura 12 C). En este caso, un valor de 1 se refiere a que el antagonismo de un par de
cepas es igual al esperado, de acuerdo a la suma del antagonismo de ambas cepas sembradas
individualmente. Un valor mayor a 1 se refiere a una sinergia, mientras que un valor menor a 1, se
refiere a una disminucion del antagonismo. Se encontrd que ninguna combinacion produce un
efecto mayor a 1, por lo tanto, el antagonismo no incrementa y por ende se puede descartar un

sinergismo entre las cepas.

A)
: |
B) 2.5+ C) "
Qurm Bp 145
:§ 20 i -
g 1.5+ Bp 150 06
§ Ba156{
. 0.5% 01 B e Bp 95 02
,. ouww Bs PY79
R h ke EEEEREE
Muerte celular Sh 20a'Rif (%) & 8 a8 aan E

Figura 12. Ensayos de inhibicién y sobrevivencia. A) Confrontacion doble en agar. B) Relacion
entre la inhibicion en MM agar y la sobrevivencia en MML. C) Inhibicién en MM agar de cepas
combinadas sobre Sh20aRif".

6.3.2. Participacion de Siderdéforos.

De acuerdo al perfil de BGC, algunos clusters son de sintesis de antibidticos, entre ellos la molécula

bacilibactina, un sideréforo catecélico implicado en la quelacion del catién férrico (Dertz et al.,
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2006). Con la finalidad de soportar o descartar la participacion de un sider6foro como bacilibactina
en la interaccion antagonista de la comunidad sintética BARS, se montaron ensayos de inhibicion
de Bp145y las cepas seleccionadas (Bp144, Bp150, Bal56, Bp112, Bp95y PY79) sobre Sh20aRif"
a diferentes concentraciones de citrato férrico, la Unica fuente de hierro del medio marino (Aguilar-
Salinas, 2018). La concentracion normal de citrato férrico es de 400 uM. Se encontré que los
cambios en la concentracion de Fe en el medio tienen un efecto sobre el antagonismo (Figura 13),
dado que en el caso de la interaccion con las cepas Bp145, Bpl44 y Bal56, la inhibicion de la cepa
sensible (Sh20aRif") incrementa cuando la concentracion de citrato es 100 veces menor (4 uM),
disminuye al agregar el doble de la concentracion normal (800 uM), y desaparece cuando al medio
no se le adiciona con este compuesto. La inhibicion por interaccion con las cepas Bp112, Bp95 y
PY79 se mantiene al variar la concentracion pero incrementa al bajar la concentracion 100 veces
(4 uM). Mientras que para el caso de la interaccién con Bp150, lo que se obtiene es una zona de
inhibicion nula al variar todas las concentraciones y una muy leve aparicion de halo de inhibicion
con 4 uM de citrato férrico (Figura 13). En todos los casos la cepa sensible crece en el agar gracias

al hierro que contiene el extracto de levadura del MM.
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6.4. Caracterizacion del Metabolito Antagonista.

6.4.1. Actividad Biolo6gica Potencial de los Genomas.

Si bien, el antagonismo en la comunidad BARS es producto del metabolismo de una bacteria Gram
positiva (Bp145) cuando se le confronta con otra bacteria Gram positiva (Sh20a), por lo tanto, el
cluster de genes biosintéticos tendréa que poseer la capacidad de codificar compuestos con potencial
actividad antimicrobiana y mas especificamente anti Gram positiva. Por ende, se planted analizar
el potencial de la actividad biologica de los BGC similares a clusters de biosintesis de antibidticos
(liquenisina, fengicina, bacilisina, bacilibactina y zwitermicina). Para lograr esto, se emplearon
clasificadores de aprendizaje automatico para asignar un porcentaje de probabilidad de actividad
antimicrobiana, antifungica o antitumoral a los BGC analizados (Walker y Clardy, 2021).

Con este analisis, se pudo corroborar la alta probabilidad de actividad antimicrobiana que se tendria
en caso de que se expresaran los grupos de genes identificados como liquenisina, bacilisina y Bp-
ZmA-Like, con un porcentaje mayor al 60%. Por un lado, tanto liquenisina, como Bp-ZmA-Like son
los BGC con mayor probabilidad de tener actividad anti Gram positiva, con un porcentaje de 79%
y 64% respectivamente. Ademas, Bp-ZmA-Like podria ser capaz de antagonizar cepas Gram
negativas con un valor de 56%, y tener capacidad fungicida (31%). Por otro lado, el grupo con el
ID de bacilibactina fue el que obtuvo los menores porcentajes en cuanto a actividad antibiotica en
general, con un valor de 4% y 3% de probabilidad de tener actividad anti Gram positiva y negativa,
8% para actividad antifungica, y su porcentaje mas alto fue el de actividad antitumoral con un 17%
de probabilidad. Mientras que en el caso de fengicina prevalece el potencial de actividad
antifungica debido a una probabilidad mayor al 50% (Figura 14). En efecto, se ha demostrado
experimentalmente que esta molécula tiene actividad de antagonista contra hongos (Ongena et al.,
2005).
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Figura 14. Prediccion de la actividad bioldgica de los BGC con ID de
ZmA-Like como Zwitermicina.

6.4.2. Identificacion de Genes Biosintéticos del cluster Bp-ZmA-Like.

La actividad biolégica de un metabolito secundario depende de los grupos de genes que
directamente median la biosintesis a través de actividad enzimatica. Para predecir los genes
involucrados en la biosintesis del metabolito asociado al cluster Bp-ZmA-Like, se utilizé PRISM 4,
una plataforma que resume los procesos enzimaticos, predice la estructura molecular con base en
la secuencia de aminoacidos y asigna un nombre de acuerdo al tipo de metabolito detectado. Por
un lado, PRISM detecta los genes importantes e involucrados en la codificacion especifica de
antibidticos. Utilizando esta herramienta, se encontré que el cluster codifica para proteinas y
complejos enziméticos que catalizan la biosintesis de compuestos como policétidos, terpenos y
péptidos no ribosomales (Figura 15 A). De acuerdo a la totalidad de los genes codificados, PRISM
predice que este cluster podria estar biosintetizando un metabolito secundario que es una
combinacion entre un policétido (PK) y un péptido no ribosomal (NRP). Los PK son un grupo
heterogéneo de compuestos como poliéteres, polienos, polifenoles y macrélidos que se derivan del
acido acético, y muchos productos naturales como eritromicina y tetraciclina tienen esta estructura
(Hertweck, 2009; Stauton y Weissman, 2001). Mientras que, un NRP son cadenas de aminoacidos
sintetizados enzimaticamente, tales como los glicopéptidos de la familia vancomicina (Fischbach
y Walsh, 2006).
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Por otro lado, la plataforma PRISM4 gener6 un visualizador de ensamblaje biosintético en donde
se plasman los procesos enzimaticos que participan en la biosintesis del metabolito secundario
final, ubicados por gen. Procesos importantes como la adenilacion se llevan a cabo en los genes
03300, 03340 y 03345 dentro del Bp-ZmA-Like, teniendo como sustratos aminoacidos como
asparagina y glutamato (Figura 15 B). Asimismo, se tiene actividad enzimatica importante mediada
por ceto reductasas (03340, 03350 y 03355), ceto sintasas (03340, 03350, 03355 y 03360) y
aciltransferasa (03340, 03350, 03355 y 03360), una proteina transportadora de acilo a la cual se

unen unidades extensoras como malonil-CoA en la sintesis de ZmA (Kevany et al., 2008).
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Figura 15. Perfil de genes involucrados en la actividad bioldgica antimicrobiana. A) Tipos de
moléculas que biosintetiza el grupo de genes Bp-ZmA-Like. B) Ensamble biosintético de los
dominios proteicos por cada gen del cluster; cada circulo representa un proceso enzimatico.
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6.4.3. Estructura Molecular.

Los antibidticos y toxinas conocidas que producen las bacterias del género Bacillus para
antagonizar en los ecosistemas, poseen estructuras compuestas por varias proteinas a las cuales
deben su mecanismo de accién. Por ello, se hipotetizo que la estructura del metabolito secundario
que produce Bp-ZmA-Like podria parecerse a la estructura de algun antibiético ya conocido, y con
ello predecir su mecanismo de accion.

De acuerdo al perfil de genes, se predijo que el cluster Bp-ZmA-Like sintetiza un metabolito NRP-
PKS (Non Ribosomal Peptide-Polyketide). Por lo tanto, era necesario saber si el metabolito era de
estructura similar a otros ya conocidos compuestos por NRP-PKS. PRISM 4 arroj6 un archivo de
salida con las estructuras posibles, tanto en secuencia como en conformacion en formato SMILE
(especificacion de introduccion lineal molecular simplificada). Estas cadenas SMILE (Cuadro 7)
se analizan de acuerdo a la estructura 2D obtenida del visualizador UCSF Chimera (Pettersen et
al., 2004). A pesar de que dos de las estructuras adquieren una conformacion ciclica, la estructura
general es la misma en los tres casos, incorporando dos moléculas del aminoacido asparagina y una
de glutamato, ademas de una parte hidrofobica de 10 carbonos, que probablemente se asocia a uno
de los dominios de PKS (Figura 16 B).

Cuadro 7. Formato SMILE de las estructuras moleculares predichas.
Estructura SMILE
I O=C(O)CC(=0)CC(O)CC(O)C(NC(=0)CC(O)C(NC(=O)C(NC(=0)CCc(o)cC
CCCCCCCC(C)C)CC(=O)N)CC(=0O)N)CCC(=0)O
I O=C(O)CCCINC(=0)CC(O)C(NC(=0O)C(NC(=0)CCc(OC(=0)CcCc(=0)CcCc(o)C
C1(0))CCCCCCCCCC(C)C)CC(=O)N)CC(=O)N
i O=C(O)CCCINC(=0)CC(OC(=0)CC(=0)CC(0)CC1(0))C(NC(=0)C(NC(=0O
)CC(O)CCCCCCCCCC(C)C)CC(=O)N)CC(=O)N
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H3

Figura 16. Prediccion de estructura molecular. A) Tres tipos de estructura se enumeran en nimeros
romanos. B) Estructura lineal general.

Se compararon estas estructuras obtenidas en PubChem, una base de datos de todas las moléculas
conocidas. De acuerdo a esta busqueda, esta molécula no se ha descrito y no se le conoce con algln
nombre, por lo tanto se utilizd una linea de comandos establecida por el programa CheckMol
(Haider, 2010) con la cual se logré asignar un nombre a las tres estructuras acorde a las reglas de
la IUPAC (Cuadro 8). Existen diferencias puntuales entre los nombres debido a la localizacion que
algunos enlaces adquieren sobre todo en las estructuras Il y Il al formar la estructura ciclica.
Aunque estas estructuras se tratan de predicciones y requieren una comprobacion experimental,

este andlisis puede permitir la generacion de hipotesis para dichos acercamientos experimentales.
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Cuadro 8. Asignacién de nombre molecular acorde a la IUPAC.

Estructura

Hal \fu
-

A

T
A A

I i W/YP\/\\/\//\/\\( Ha
. 0 ou ¥y
o

Nombre

8-[[6-amino-4-[[4-amino-2-[(3-hidroxi-13-
metiltetradecanoil)amino]-4-oxobutanoil]amino]-3-
hidroxi-6-oxohexanoil]amino]-5,7-dihidroxi-3,10-
acido dioxododecanedioico

4-[[6-amino-4-[[4-amino-4-(10-metilundecil)-
2,6,10,12-tetraoxo-1-0xa-5,9-diazaciclotridec-8-
ilJamino]-3-hidroxi-6-oxohexanoil]amino]-5,7-
dihidroxi-10-acido oxodecanoico

4-[3-amino-1-[[4-amino-2-[(3-hydroxy-13-
metiltetradecanoil)amino]-4-oxobutanoillamino]-3-
oxopropil]-7,9-dihidroxi-2,5,11,13-tetraoxo-1-oxa-6-
azaciclotridecane-1-acido carboxilico
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7. DISCUSION

La comunidad sintética BARS es un consorcio de tres cepas bacterianas que provienen del
sedimento de la laguna Churince, ubicada en Cuatrociénegas, México. Cuatrociénegas es un
sistema oligotrofico en el que la microbiodiversidad ha evolucionado y desarrollado capacidades
especificas para adaptarse y mantenerse ahi durante millones de afios (Souza et al., 2018). En la
comunidad sintética BARS, Bacillus pumilus 145 (Bp145) es capaz de antagonizar a Sutcliffiella
horikoshii 20a (Sh20a), antagonismo que se inhibe con la presencia de la cepa Bacillus cereus 111
(Bcl111) (Aguilar-Salinas, 2018). Estas propiedades emergentes han hecho de la comunidad BARS
una herramienta que ha servido para el estudio de las interacciones bacterianas que surgen en un
contexto tan peculiar como el de la laguna Churince.

Los resultados experimentales y predicciones bioinforméticas llevados a cabo en este trabajo,
indican que la cepa Bp145 sintetiza un compuesto antibiético para antagonizar a la cepa sensible
Sh20a. Por las caracteristicas de los clusters que se encontraron en el genoma, hay probabilidad de
que este compuesto fuera un policétido-péptido no ribosomal (NRP-PK), producido por el cluster
identificado como Bp-ZmA-Like. Ademas, se obtuvieron variantes de la cepa sensible Sh20a
resistentes a rifampicina; estas nuevas cepas variantes son una herramienta para mejorar la manera
en la que se cuantifican las UFC/mI luego de las interacciones entre la cepa antagonista y sensible.
También, se exploraron las confrontaciones entre las cepas en agar, lo cual permite evaluar el efecto
de las condiciones experimentales, de manera mas eficiente, sobre el mecanismo de antagonismo;
asi se logro estudiar el efecto de la concentracion de Fe y de la combinacion de cepas antagonistas
sobre esta actividad. Las bacterias y sus interacciones representan un impulsor determinante del
funcionamiento de los ecosistemas. Muchas de estas interacciones son mediadas por competencia
antagonista gracias a la biosintesis de toxinas a través de las cuales los microorganismos compiten
por el espacio y nutrientes (Kelsic et al., 2015; Zeng y Burne, 2011; Pacheco y Segre, 2019). Por
lo tanto, la informacion generada en este proyecto es determinante para entender como surgen las
interacciones microbianas en el sedimento de la laguna Churince.

Las interacciones antagonistas son, en parte, esenciales para el ensamblaje de las bacterias en una
comunidad dado que se asocian a la supervivencia de especies antagonistas y disminuye la

posibilidad de que especies invasoras se establezcan en su habitat (Stubbendieck et al., 2016; Van
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Elsas et al., 2012). En el ambiente de los sedimentos marinos, el antagonismo representa una
poderosa fuerza selectiva que ha llevado a la evolucion de diversas estrategias que utilizan las
comunidades microbianas para ensamblarse, colonizar y crecer (Long y Azam, 2001; Van der
Heijden et al., 2008). En este sentido, la microbiodiversidad del sedimento de la laguna Churince
representa una fuente de conocimiento sobre las interacciones antagonistas que surgen en ese
microsistema, considerando la gran cantidad de filos taxonémicos que se encuentran ahi
(Rodriguez-Torres et al., 2017). Notablemente, han sido de interés las bacterias del género Bacillus
spp. conocidas por su capacidad de biosintetizar metabolitos secundarios que las hacen altamente
antagonistas (Pérez-Gutiérrez et al., 2013). En este estudio se utiliz6 una estrategia de gendmica
comparativa para generar una vision global del perfil de clusters de genes de biosintesis (BGC) de
metabolitos secundarios; esto nos permitié una exploracion inicial de los posibles compuestos
antimicrobianos que causan el antagonismo de la comunidad BARS. Para complementar este
analisis, se demostro experimentalmente que algunas cepas de Bacillus pumilus similares a Bp145
mantienen la capacidad de antagonismo en condiciones de medio liquido y agar. Si el antagonismo
representa una fuerza selectiva, es probable que las cepas de Bacillus pumilus tengan una funcion
importante no solo en la comunidad BARS, sino en la laguna Churince.

Uno de los objetivos principales de este trabajo fue identificar el cluster relacionado con la
actividad antagonista de Bp145 sobre Sh20a. Los genomas de las cepas provenientes de la laguna
Churince, contienen grupos de genes de sintesis de diversos metabolitos Utiles para el desarrollo,
colonizacidn y establecimiento de estas especies en la comunidad, ya que algunos de los clusters
encontrados expresan moléculas lipopeptidicas como fengicina y liquenisina. Ambos son
antibidticos bien estudiados; fengicina es utilizada industrialmente por su eficacia contra hongos
(Tan et al., 2022), y liquenisina actta como biosurfactante debido a que su estructura es similar a
la surfactina, sintetizada por Bacillus subtilis (Grangemard et al., 2001). A pesar de esto, se ha
visto que fengicina no tiene la capacidad de actuar contra especies bacterianas; por otro lado, la
liquenisina es un producto muy especifico del metabolismo de Bacillus licheniformis (Ongena et
al., 2005; Grangemard et al., 2001). Ademas, el porcentaje de identidad de los clusters de Bp145
con ID de liquenisina (14 - 85% similar a referencia) o fengicina (53% similar a referencia) sugiere
que estos genes codifican para otro tipo de moléculas o variantes similares, aun no descritas. En el
caso de los clusters similares a BGC de sintesis de bacilibactina (53%) y bacilisina (85%), también

se encuentran muy conservados entre las cepas de B. pumilus, mientras que el BGC de sintesis de
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zwitermicina (ZmA) solamente se encontr6 en 3 cepas con un porcentaje de identidad del 18%.
Tomando en cuenta que solamente las cepas Bpl44 y Bpl50 resultaron ser ecologicamente
equivalentes a Bp145, como antagonistas en la comunidad BARS, se definié al cluster Bp-ZmA-
Like como candidato para mediar esta funcién, ya que es el Unico cluster que esta presente en estos
genomas, y ausente en las cepas no equivalentes. ZmA es un metabolito solamente conocido en
cepas de Bacillus cereus, que tiene estructura lineal inusual (Emmert et al., 2004; Luo et al., 2011)
y definida como un hibrido policétido-péptido no ribosomal (NRP-PK). Notablemente, los analisis
de genes biosintéticos del cluster Bp-ZmA-Like de Bp145 indican que la molécula producida podria
ser un NRP-PK. El rango de accion antibiotica de la zwitermicina es muy amplio, pues tiene una
alta actividad contra hongos fitopatdgenos y protistas, y una actividad moderada contra algunas
bacterias Gram negativas (Sansinenea y Ortiz, 2012). Por el contrario, el cluster Bp-ZmA-Like,
tiene un mayor porcentaje de probabilidad de tener actividad contra bacterias Gram positivas, con
un valor de 64% de producir tal efecto, 56% de actividad anti Gram negativa, y solo 31% de
actividad antifangica. Este andlisis es consistente con la actividad que tiene Bp145 en la comunidad
BARS, donde antagoniza a una cepa Gram positiva; sin embargo, en trabajos de continuacion se
podria probar su efecto contra bacterias Gram negativas o contra hongos.

En la comunidad BARS, la cepa Bacillus cereus 111 es la responsable de evitar el antagonismo en
una confrontacion triple (Aguilar-Salinas, 2018). Para explorar a fondo la equivalencia ecoldgica
y el mecanismo de antagonismo en condiciones de confrontacion triple, también se propuso evaluar
el efecto de resistencia de Sh20a agregando a la cepa Bclll a la interaccién con las cepas
equivalentes. Notablemente, solo la interaccion con Bp150 logra evitar la inhibicion de la cepa
sensible, tal y como ocurre en la comunidad BARS, mientras que Bp144 mantiene la inhibicion
aun en presencia de la resistente. Aunque los genomas de las cepas ecolégicamente equivalentes
comparten varios clusters de genes, es importante proponer que éstos podrian no expresarse igual
al estar en la interaccion triple. Es indispensable continuar explorando esta estrategia en otras
condiciones experimentales mas robustas.

La mayoria de los grupos microbianos tienen varias rutas de biosintesis que no se expresan o se
expresan en menor o0 mayor proporcion ante diferentes condiciones de crecimiento de laboratorio.
Cambios muy pequefios en las condiciones de cultivo, como la composicion del medio, el pH, la
temperatura o la aireacion, pueden cambiar el perfil metabdlico de una especie, y resultar en el

aislamiento de nuevos metabolitos secundarios (Bode et al., 2002; Pettit, 2011). Inicialmente, la
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comunidad BARS se desarrollé como un modelo para medir la interaccidn antagonista entre Bp145
y Sh20a en su fase de crecimiento exponencial en medio marino liquido (MML). En este trabajo,
se buscaron estrategias para medir la interaccién en otras condiciones experimentales, como
crecimiento en medio marino con agar, la modificacion de la concentracion de sales, y la fase de
crecimiento. Aunque varias cepas inhiben el crecimiento de la cepa sensible, el efecto antagonista
difiere cuando las condiciones de los ensayos de confrontacion varian. En un principio, se encontro
que el antagonismo en agar estaba reducido en la interaccion de Sh20a vs las cepas ecolégicamente
equivalentes (Bp145, Bpl44 y Bp150); en contraste, las no equivalentes (Bal56, Bp112, Bp95 y
PY79, que tienen menor antagonismo en medio liquido) efectuaron un antagonismo mayor en agar.
En el caso de Bp150, una de las cepas que mas inhiben a Sh20a en liquido, no es capaz de producir
inhibicidn en agar. Esto podria deberse a que las colonias que crecen en agar tienen estructuras
comunitarias distintas que contienen bacterias en diferentes estados fisiologicos (Ee-Been et al.,
2002). Ademés, se compard el efecto antagonista de las cepas en fase exponencial vs la fase
estacionaria, en interacciones en medio liquido. Los resultados muestran que Bpl145 y las cepas
equivalentes (Bp144 y Bp150) mantienen el mismo nivel de antagonismo tanto en fase exponencial
como en fase estacionaria; por otro lado, el resto de las cepas, que no presentan antagonismo en
fase exponencial, si muestran esta actividad en fase estacionaria. En otras bacterias, la actividad
antimicrobiana difiere en funcion de la etapa de crecimiento de la cepa antagonista debido a la
participacion de dos o mas metabolitos secundarios. Aunque en muchos casos la concentracion de
los metabolitos secundarios antagonistas es mas alta en la fase temprana de crecimiento, la
actividad antagonica es mas alta en la fase estacionaria, dado que se pueden acumular una mayor
cantidad de metabolitos en concentraciones Optimas para actuar sinérgicamente (Naglot et al.,
2015; Manage et al., 2001). Es probable que algunas cepas no expresen el metabolito que produce
el antagonismo en la comunidad BARS, y por ende que tampoco sean capaces de inhibir a Sh20a
en un contexto y condiciones como el de esta comunidad, aunque los mismos grupos de genes se
encuentren en los genomas de todas las cepas filogenéticamente cercanas. Por esta razon, es
importante tener sistemas experimentales que permitan probar diferentes condiciones en las
interacciones. Asimismo, estudios de transcriptomica, protedmica y metabolémica podrian
elucidar qué metabolitos se producen y acumulan en las diferentes fases de crecimiento, ayudando
a identificar los clusters responsables.

Las condiciones en las cuales surgen las propiedades emergentes de la comunidad BARS son en
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interaccion en medio marino liquido (MML) a una temperatura de 26°C, en cultivo estético
(Aguilar-Salinas, 2018). En un principio, se propuso observar el efecto antagonista a traves de
ensayos que facilitaran la manipulacion de las cepas, como la inhibicion en agar a través de la
técnica de spot on lawn (Cadirci y Citak, 2005). Sin embargo, los ensayos de confrontacion
llevados a cabo en agar no replican el antagonismo observado en MML (Figura 12 B) donde las
cepas ecologicamente equivalentes demuestran su mayor potencial antagonista en contraste con el
MM con agar. Usando este enfoque, se puede sugerir que la actividad antagonista de estas cepas
depende fuertemente de las condiciones ambientales de la confrontacion. Es probable que Bp145
solo tenga una actividad antagonista limitada hacia Sh20a, lo que podria probarse desarrollando
medios de cultivo en agar que induzcan la biosintesis de niveles més altos del metabolito
antagonista.

Uno de los analisis que se logro gracias al uso del sistema experimental en agar fue la evaluacion
del efecto de la concentracion de hierro sobre la actividad antagonista. En el perfil de BGC se
identifico un cluster con ID de bacilibactina, un sider6foro endégeno estudiado en Bacillus subtilis,
gracias al cual, esta especie es capaz de adquirir hierro del medio para sobrevivir (Dertz et al.,
2006). La captacion de hierro es un proceso importante ya que este elemento es un componente
esencial de las enzimas del metabolismo primario. Las bacterias obtienen este elemento por medio
de moléculas quelantes de metales de alta afinidad Ilamados sideroforos que son absorbidos
activamente por las células empobrecidas en hierro a través de receptores de membrana especificos
(Lee et al., 2011). Este podria ser un mecanismo de antagonismo, ya que un sideréforo estaria
ocasionando que el hierro no esté disponible para la cepa sensible. Por esto, surgio la hipétesis de
que Bpl45 podria sintetizar este metabolito para producir el antagonismo sobre Sh20a, y se
propuso que a mayor concentracion de Fe 3" el antagonismo se veria atenuado. A diferencia de
otros siderdforos, la regulacién de bacilibactina es muy sensible a la concentracion de hierro, ya
que en otras especies de Bacillus, el agotamiento de este elemento en el medio conduce a una mayor
produccion de bacilibactina (Lee et al., 2011). En este caso, al disminuir 100 veces la fuente de Fe
3 se produce una inhibicion mayor de la cepa sensible en interaccion con las cepas Bp145, Bp144
y Bal56, y al aumentar 2 veces la concentracion normal, el antagonismo se reduce. Sin embargo,
al no afiadir este elemento no se produce inhibicion, aunque las cepas crecen con normalidad, lo
que puede deberse a que el extracto de levadura tiene 0.4 mg de hierro por cada gramo de extracto

de levadura. Podria ser que la interaccidon antagonista de la comunidad BARS necesita de una

65



concentracion que oscila entre 1os 4 uM y los 400 uM para efectuar la muerte celular de la cepa
sensible. Ademas, el medio sin Fe % afiadido pudo haber desencadenado una pérdida en las
funciones normales de las cepas antagonistas, siendo un elemento que interfiere en varios procesos
metabdlicos, incluso en la biosintesis de otros antibidticos diferentes a los sider6foros (Braun,
2001). Aunque los resultados son parcialmente consistentes con la participacion de un sideréforo,
es necesario realizar estos estudios en MML, dado que los mecanismos de antagonismo parecen
ser diferentes en ambas condiciones (liquido y agar).

Por otro lado, gran parte de los antibidticos conocidos utilizan mecanismos de accion basados en
la lisis celular y, bacilisina es uno de ellos. Este metabolito secundario es capaz de producir
antagonismo tanto en bacterias Gram positivas como Gram negativas, ademas de algunas
microalgas, hongos y cianobacterias (Wu et al., 2014; Wolfgang et al., 1986). Su efectividad
depende fuertemente de su transporte al interior de las células sensibles por medio de un sistema
permeasa-peptidico, y de su hidrolisis a anticapsina que finalmente inhibe a la glucosamina sintasa,
una enzima que evita su accion antimicrobiana (Parker y Walsh, 2013; Perry y Abraham, 1979).
En este trabajo, este cluster tiene una probabilidad mayor al 50% en actividad anti Gram positiva
y negativa, es el mas conservado entre las cepas y el de mayor porcentaje de identidad. Pero, es
probable que este BGC no sea el responsable de mediar la muerte celular con base en que bacilisina
necesita una interaccion célula-célula para actuar, y en el contexto de la comunidad BARS, la
inhibicidn inicia inmediatamente después de mezclar a Sh20a con Bp145. Es decir, el metabolito
secundario podria biosintetizarse durante la incubacién individual de la cepa antagonista y no
después de confrontar ambas cepas. Ademas, en los ensayos de confrontacion en MML en donde
se pusieron a prueba los cultivos de las cepas antagonistas al llegar a su fase exponencial y
estacionaria, se observé una muerte celular igual en ambos tratamientos en las interacciones de la
cepa sensible vs las cepas ecol6gicamente equivalentes (Bp145, Bp144 y Bp150). Esto quiere decir,
que el metabolito antagonista no se acumula en fase estacionaria, Sino que permanece en la misma
cantidad que en la fase exponencial. Mientras que, bacilisina se produce en mayor cantidad durante
la fase exponencial, y en menor cantidad durante la fase estacionaria (Steinborn et al., 2005).
Utilizando el ensayo en agar, también se logrd explorar la posible participacion de mdltiples
metabolitos para el antagonismo en diferentes cepas, a través de ensayos donde se combinaron
cultivos de cepas antagonistas para buscar sinergias. Se sabe que la combinacidn de antibidticos

diferentes mejora su efecto bactericida, asimismo, se ha visto que el empleo de estrategias basadas
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en sinergias ha podido mejorar la eficacia antimicrobiana de la zwitermicina. Por ejemplo, la
combinacidn de este metabolito secundario con N-acil homoserina-lactonasa para la prevencion de
la virulencia de Erwinia carotovora, o el efecto sinérgico de este compuesto y delta-endotoxina
que incrementa la toxicidad de Bacillus thuringiensis (Rigatto y Falci, 2016; Zhao et al., 2007;
Zhang et al., 2009). Entonces, bajo el fundamento de que algunos antibiéticos incrementan el
diametro de la zona de inhibicidn al mezclarse con un antibiotico diferente (Kali et al., 2016) se
planted la hipotesis de que las cepas ecologicamente equivalentes (Bp145, Bp144 y Bp150) utilizan
el mismo metabolito y por ende serian incapaces de efectuar un antagonismo mayor al observado
normalmente de manera individual. Sin embargo, las pruebas de sinergismo y cooperacion entre
las cepas antagonistas sobre Sh20a resultaron en una inhibicién igual a la producida por las cepas
de manera independiente. Esto podria sugerir que las tres cepas equivalentes antagonizan con la
misma molécula, pero, aln es necesario realizar este experimento en medio liquido.

Tomando en cuenta que el Bp-ZmA-Like se convirtié en el cluster candidato, como posiblemente
asociado a la sintesis del metabolito responsable de producir el antagonismo de la comunidad
BARS, se opto por utilizar las herramientas predictivas de Machine Learning, PRISM 4, CheckMol
y STOUT, para explorar su actividad bioldgica, biosintesis y estructura. La actividad bioldgica de
un policétido se rige por las variaciones estructurales proporcionadas por las policétido sintasas
(PKS), las cuales condensan precursores (unidad iniciadora y unidades extensoras) de acido
carboxilico tioesterificado en una cadena de policétido en crecimiento. En el cluster de
zwitermicina de B. cereus, el gen zmaK es el responsable de codificar el complejo enzimatico de
PKS en la biosintesis de ZmA: ZmaK (Kevany et al., 2008; Chan y Thomas, 2010). En Bp145,
como se observo en esta investigacion, el gen 03360 del cluster Bp-ZmA-Like es homdlogo a zmaK
con un alto nivel de identidad, y representa la region que hace que éste cluster sea 18% similar a
ZmA. Ademas, de acuerdo al perfil de genes involucrados en la actividad antimicrobiana, 03360
se traduce a un complejo PKS que probablemente sea similar a ZmaK. En la biosintesis de ZmA
se involucran tres dominios enzimaticos que son necesarios para un solo ciclo de elongacién de la
cadena: aciltransferasa, que es una proteina transportadora de acilo a la cual se unen unidades
extensoras como malonil-CoA, un dominio tioesterasa, y una cetosintasa (KS) responsable de la

condensacidon. Pueden existir dominios adicionales como cetoreductasa (KR) que tiene capacidad
de 6xido-reduccion, una deshidratasa (DH) o una enoilreductasa (ER) (Chan y Thomas, 2010).

Después de completar los ciclos de elongacion, la cadena de acilo se escinde del complejo PKS
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por un dominio de tioesterasa, liberando el esqueleto de policétido en forma lineal o ciclada (Khosla
et al., 1999). En el cluster Bp-ZmA-Like de Bp145, el gen 03315 codifica una enzima tioesterasa,
los genes 03340, 03350, 03355 y 03360 codifican acil transferasas y cetosintasas que llevan a cabo
la incorporacién de malonil-CoA y la condensacion en la biosintesis de este metabolito. También
se predice que los genes 03340, 03350 y 03355 son de sintesis de dominios de cetoreductasas, lo
que indica que la biosintesis de Bp-ZmA-Like podria ser muy similar al proceso de sintesis de ZmA
de B cereus. A pesar de estas similitudes, ninguna de las tres estructuras moleculares predichas a
partir de Bp-ZmA-Like se parece a la de zwitermicina. Ademas, segln la base de datos de PubChem
(Kim et al., 2019) esta molécula no se ha descrito, por lo tanto, es posible que el metabolito capaz
de producir el antagonismo en la comunidad BARS sea una nueva molécula con actividad bioldgica
antimicrobiana. En resumen, el analisis bioinformatico predictivo indica que las interacciones
antagonistas que rigen las propiedades emergentes de la comunidad BARS podrian estar mediadas
por un metabolito no descrito, con caracteristicas de policétido-péptido no ribosomal que depende
de la incorporacion adicional de asparagina y glutamato. Aunque aln se necesita verificacion
experimental, estas predicciones pueden guiar futuros experimentos para estudiar esta molécula,

por ejemplo, a través de sus precursores.
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8. CONCLUSIONES

Utilizando herramientas de bioinformatica, se generé un perfil global de clusters
biosintéticos de los genomas de la cepa antagonista Bacillus pumilus 145, asi como 5 cepas de B.
pumilus filogenéticamente cercanas, identificando clusters de biosintesis de antibidticos como
liguenisina, fengicina, bacilisina, bacilibactina y zwitermicina. Ademas, el mismo analisis para las
cepas de Sutcliffiella horikoshii mostré que sus genomas contienen una cantidad menor de BGC
de sintesis de antibi6ticos en comparacion con B. pumilus; finalmente, las cepas de Bacillus cereus
también presentan clusters de biosintesis de antibiéticos, compartiendo con B. pumilus Unicamente
los BGC identificados como bacilibactina y fengicina.

Se logré montar el sistema experimental de la comunidad BARS, sustituyendo a la cepa antagonista
Bp145 con cepas filogenéticamente cercanas. En confrontaciones dobles, las cepas de B. pumilus
150 y 144 son las Unicas capaces de replicar el antagonismo que produce la cepa 145 sobre la cepa
sensible S. horikoshii 20a, por lo tanto, se identificaron como cepas ecolégicamente equivalentes.
Sin embargo, en la confrontacion triple, la cepa resistente B. cereus 111 es capaz de evitar el
antagonismo solamente en la interaccion con la cepa equivalente Bp150.

Empleando las condiciones normales de la interaccion de la comunidad BARS en medio liquido,
se evaluo el antagonismo a diferentes fases de crecimiento. En el caso de Bpl45 y las cepas
ecologicamente equivalentes, el antagonismo se produce de la misma manera tanto en fase
exponencial como en fase estacionaria. Por lo tanto, el antagonismo efectuado por las tres cepas es
mediado por un metabolito secundario que no se acumula durante el crecimiento de las cepas y, al
observarse el mismo patron, es probable que las tres inhiban a la cepa sensible con el mismo
mecanismo.

Integrando la informacion de prediccion bioinformética (AntiSMASH) y ensayos experimentales
de equivalencia ecoldgica, se podria hipotetizar que el BGC Bp-ZmA-Like es el cluster candidato
para mediar el antagonismo en la comunidad BARS.

Se emplearon analisis bioinformaticos basados en lineas de comando y Machine Learning para
caracterizar a fondo el cluster Bp-ZmA-Like. Estos analisis indican que el metabolito codificado
por este cluster podria tener actividad anti Gram positiva. En su biosintesis intervienen enzimas

como acil transferasas y cetosintasas involucradas en la incorporacion de malonil-CoA, que
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convierten al metabolito en una combinacion entre policétido-péptido no ribosomal. En su
estructura se incorporan los aminoacidos asparagina y glutamato, que tal vez son esenciales para
su biosintesis y funcidn. Parece ser un metabolito secundario ain no reportado.

En este trabajo, se lograron generar herramientas para mejorar el sistema experimental de la
comunidad sintética BARS, y también se explord el antagonismo modificando las condiciones
experimentales. Se obtuvieron mutantes de Sh20a resistentes a rifampicina para optimizar el
proceso de conteo de UFC luego de una interaccion. Asi mismo, se montaron las interacciones de
la comunidad BARS en agar, que permite la introduccién de un mayor numero de variables.
Utilizando este sistema en agar se evalud la participacion de un posible sider6foro como
coadyuvante de la inhibicion; ademas, a través de combinaciones de cultivos se evalué el fenémeno
de sinergia entre pares de cepas antagonistas, para explorar la participacion de multiples
metabolitos. De este modo, este trabajo contribuye a la consolidacion de la comunidad BARS como

herramienta experimental.
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9. RECOMENDACIONES

Es necesario comprobar experimentalmente la participacion del cluster Bp-ZmA-like en el
fendmeno de antagonismo en la comunidad BARS. Para esto, se debe generar mutantes en la cepa
Bp145 eliminando los genes de dicho cluster. En este trabajo se comenzaron los ensayos para esta
mutacion con una estrategia de doble recombinacion homologa. Se logro amplificar los fragmentos
(gen marcador de resistencia flanqueado por fragmentos adyacentes corriente arriba y corriente
debajo del Bp-ZmA-like) y ensamblarlos con la estrategia de Gibson Assembly, sin embargo, faltd
insertarlos en un plasmido para continuar con el proceso de transformacién en E. coli y
posteriormente en B. pumilus e intercambio alélico. Una de las limitaciones para continuar con esta
parte del proyecto fue que existen muy pocos registros sobre transformacion de plasmidos en cepas
de Bacillus pumilus. Inicialmente se intent6 transformar por medio de electroporacion, variando el
medio, la intensidad de la electroporacion, el tiempo de cultivo, etc. Asi como también se puso a
prueba la cepa Bp145 como competente natural, sin embargo, no se obtuvieron resultados. Al ser
una cepa cercana a Bacillus subtilis, se recomienda tomar en cuenta los protocolos descritos para
transformar cepas de esta especie.

Con base en la actividad biologica predicha para el metabolito producido por el cluster Bp-ZmA-
like, serd necesario probar el efecto antagonista tanto de la cepa Bp145 como del metabolito contra
bacterias Gram negativas y hongos. Es importante trabajar en el aislamiento de la molécula con
actividad antagonista, y montar un ensayo experimental en donde se emplee el metabolito aislado
sobre la cepa Sh20a. Esto serviria para probar la participacion de este cluster en el antagonismo,
ademas, se podria descubrir si el antagonismo es producto de uno 0 mas metabolitos.

Se predijo que asparagina, glutamato y malonil-CoA son moléculas precursoras de la biosintesis
del metabolito que codifica Bp-ZmA-like, por lo tanto podria ser Gtil desarrollar medios de cultivo
donde se varien las concentraciones de estos compuestos, para ver el efecto sobre la produccion
del metabolito y sobre antagonismo.

Los ensayos de participacion de sideroforos y de sinergias entre pares de cepas se montaron
especificamente en medio marino con agar. Sin embargo, al notar la diferencia en el antagonismo
que se efectua en liquido y en sdlido, se recomienda montar dichos ensayos en medio marino

liquido.
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En la etapa final del trabajo experimental, se estandarizé un método para observar directamente la
interaccion entre células de Bpl145 y Sh20a en microscopia de micro colonias, a través de
timelapse. Se logré observar la lisis de células de la cepa sensible en un lapso de 1 h, solamente en
presencia de células de la cepa antagonista:
https://drive.google.com/drive/folders/1iZ45n2KEsnQT3AbY 6amplrsvzy2cil8C?usp=sharing

Esta es una herramienta muy prometedora para estudios de continuacién donde se puede probar

cualitativa y cuantitativamente, y en tiempo real, el antagonismo y otros fendmenos emergentes en

la comunidad BARS, en diferentes condiciones, presencia de nutrientes, cepas mutantes, etc.
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