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Resumen

Comprender los mecanismos que regulan el ensamblaje de las comunidades es clave
para predecir su respuesta a cambios ambientales. En particular, explicar como se
mantiene la diversidad microbiana ante variaciones en la composicién y disponibilidad
de recursos sigue siendo un desafio en ecologia evolutiva. La seleccion dependiente de
la frecuencia negativa, donde las especies raras son favorecidas, se ha propuesto como
un mecanismo que promueve la coexistencia. En esta tesis se evaluo si la coexistencia
en comunidades bacterianas esta mediada por este tipo de seleccién y como varia segun
la identidad de las especies y el ambiente. Para ello, se utilizaron comunidades sintéticas
intra- e inter-género, manipulando la frecuencia inicial de las especies y el tipo de medio.
Ademas, se emplearon simulaciones con un modelo de Lotka-Volterra generalizado para
explorar la estabilidad de las comunidades. Los resultados muestran que, en la
comunidad intra-género, los efectos de la frecuencia y la identidad de especie dependen
de su interaccion a tiempos tempranos, pero se debilitan con el tiempo, sin influencia del
medio. En la comunidad inter-género, la dinamica depende fuertemente de la frecuencia,
el ambiente y la identidad, con dominancia en medio rico y colapso en medio minimo.
Las simulaciones reproducen estas tendencias generales, aunque predicen
principalmente escenarios de exclusion con pocos casos de coexistencia. En conjunto,
estos resultados sugieren que la seleccién dependiente de la frecuencia no actia de
manera consistente en el tiempo ni entre contextos, y que su papel en el mantenimiento
de la diversidad esta fuertemente condicionado por la identidad de las especies y la
disponibilidad de recursos.



Summary

Understanding the mechanisms that regulate community assembly is essential for
predicting their response to environmental changes. Particularly, explaining how
microbial diversity is maintained under variation in resource availability and composition
remains a challenge in evolutionary biology. Negative frequency-dependent selection,
where rare species are favored, has been proposed as a mechanism that promotes
coexistence. In this thesis, we evaluated whether coexistence in bacterial communities is
regulated by this type of selection and how it varies depending on species identity and
environmental conditions. To address this question, the initial frequency of inter- and
intra-genus synthetic bacterial communities was manipulated as well as the type of
medium. In addition, simulations with the generalized Lotka-Volterra model were
conducted to explore community stability in the long term. The results show that in the
intra-genus community, the effects of frequency and identity of the species depends on
their early interaction, but they weaken over time, without an effect of the type of medium.
In the inter-genus community, the dynamic depends strongly on the frequency, the
environment and the identity, with dominance in a nutrient-rich medium and collapse in
minimal medium. Simulations reproduce these general tendencies, although they mostly
predict exclusion scenarios with limited cases of coexistence. These findings suggest that
frequency-dependent selection doesn't act consistently over time nor contexts, and their
maintenance of diversity is strongly conditioned by species identity and resources
availability.



1. Introduccidn

Entender como se mantiene la diversidad biologica sigue siendo una de las preguntas
centrales en ecologia evolutiva. Actualmente, a pesar de décadas de investigacion, los
mecanismos detras de la persistencia de la variacion genética dentro de las poblaciones
y la coexistencia de especies en las comunidades contintan siendo objeto de debate
(Lewontin, 1974; Hedrick, 2006). La Seleccién Dependiente de la Frecuencia (SDF), en
la que el éxito reproductivo de un genotipo depende de su frecuencia relativa, ha sido
propuesto como uno de los mecanismos clave para el mantenimiento de la variacion
intraespecifica (Ayala & Campbell, 1974; Calsbeek et al., 2010; Clarke, 1979). Sin
embargo, la SDF no se limita a operar a nivel poblacional ya que sus efectos pueden
escalar de nivel afectando la coexistencia de las especies y la dinamica de las
comunidades (Adler et al., 2007; Chesson, 2000). Es decir, la SDF podria contribuir a la
resiliencia y estabilidad de las comunidades al generar mecanismos de retroalimentacion
negativa que favorecen la persistencia de la diversidad. En el caso particular de
comunidades microbianas, también se ha documentado que la SDF actia (Kerr et al.,
2002; Rainey & Rainey, 2003). Sin embargo, aun se desconoce como factores ecolégicos
clave como la intensidad de las interacciones interespecificas y la disponibilidad de los
recursos en el medio pueden modular tanto la direccion como la magnitud de este tipo
de seleccion. Entender los efectos relativos de estas condiciones ecoldgicas nos podria
ayudar a predecir cuando la SDF promueve la diversidad y cuando, por el contrario,
puede reducirla.

Las comunidades bacterianas representan sistemas ideales para abordar
preguntas complejas ya que, experimentalmente, se puede manipular quiénes son las
especies que interactian, asi como las condiciones ambientales bajo las cuales se
relacionan (Buckling et al., 2009; Hibbing et al., 2010). En la naturaleza, las bacterias
participan en redes complejas de interacciones que incluyen competencia, cooperacion
y antagonismo, las cuales determinan la dindmica ecoldgica y evolutiva de las
comunidades. Sin embargo, gran parte del conocimiento actual proviene de estudios
realizados con cultivos axénicos o de enfoques metagendmicos, los cuales, aunque
informativos, limitan la inferencia causal sobre la relacién entre las interacciones
ecoldgicas y los procesos evolutivos como la SDF (Widder et al., 2016). Por esta razon,
analizar como actua la seleccién natural en comunidades multi-especificas bajo
condiciones controladas resulta esencial para entender como los procesos ecologicos y
evolutivos interactian para mantener o reducir la diversidad biolégica. Ademas, los
patrones de seleccidn natural en estos sistemas no solo dependen del tipo e intensidad
de las interacciones bioticas, sino también del ambiente, particularmente de la
disponibilidad de recursos, que puede alterar los costos y beneficios asociados a distintos
genotipos y, por ende, modificar el patron de seleccion (Brockhurst et al., 2007; Tilman,
1982). La SDF constituye un marco conceptual particularmente util para integrar estos



factores, ya que describe escenarios en los que el valor adaptativo de un fenotipo
depende explicitamente de su contexto ecologico.

Si la SDF negativa, donde las especies raras son favorecidas, es uno de los
mecanismos que favorece la coexistencia dentro de las comunidades bacterianas, una
pregunta central seria evaluar si este patrén de seleccion es suficientemente robusto
para determinar la dinamica y estabilidad de dichas comunidades bajo diferentes
contextos ecoldgicos y condiciones ambientales. En esta tesis se combinan bioensayos
de evolucion experimental con modelacion matematica para poner a prueba la hipotesis
de que los patrones de SDF dependen de la intensidad de las interacciones ecoldgicas
y de la disponibilidad de recursos, los cuales modulan los costos y beneficios relativos
de las especies que interactian. Para esto, se analiz6 el efecto de la SDF en
comunidades bacterianas simples, conformadas por dos especies que interactian bajo
distintos escenarios ecoldgicos. Este enfoque experimental permite integrar procesos
ecoldgicos y evolutivos en un marco controlado, contribuyendo a esclarecer el papel de
la SDF en la estructuracion de comunidades bioldgicas.

2. Marco tedrico

2.1 Comunidades microbianas

Desde hace décadas se ha reconocido que los microorganismos estan ampliamente
distribuidos: desde el fondo del mar hasta la cima de un volcén, llevando a cabo procesos
importantes que impactan en otros seres vivos. Uno de ellos son las relaciones
simbidticas que mantienen con numerosos organismos, entre ellos se encuentran plantas
y animales. Por lo anterior, son de interés humano, ya que su dinamica y comportamiento
se relacionan con areas como la salud, la industria, produccion de alimentos, entre otros.
Ademas, dada su distribucion tan amplia, es raro encontrar a algin microorganismo
aislado, normalmente se encuentran conviviendo en comunidades donde pueden
encontrarse diferentes dominios, tanto procariota como eucariota, y diferentes reinos
representados, como protozoarios, hongos y nematodos. Debido a la diversidad en su
conformacién, junto con otros factores biéticos y abidticos con los que interactdan, se
consideran como entidades dindmicas, ya que varias estan en un cambio constante.
También pueden considerarse sistemas complejos porque exhiben propiedades
emergentes, es decir, que al estar todos los microorganismos juntos adquieren
caracteristicas, comportamientos o funciones que de forma aislada no presentarian
(Konopka, 2009).

Un ejemplo bastante representado de comunidades microbianas en la literatura
es la microbiota intestinal, debido a su diversidad e importancia, debido a que se ha
publicado evidencia que relaciona su estado con la salud humana. La cual interviene en
procesos como la nutricion al facilitar la digestion y producir algunas vitaminas, pero
también tienen un impacto directo sobre la fisiologia, el desarrollo e incluso el



comportamiento (Foster & Neufeld, 2013; Rooks & Garrett, 2016). Lo anterior ha
contribuido en como se percibe a los microorganismos, por ejemplo, algunas
enfermedades intestinales han comenzado a abordarse como una alteracion en la
comunidad debido a la presencia de un patégeno, no solo al patégeno. Las comunidades
microbianas asociadas a plantas también son ampliamente estudiadas, tanto las que se
encuentran en el suelo como aquellas asociadas a las raices, debido a la importancia
para la agricultura y su relevancia para proteccion de la diversidad (Trivedi et al., 2020).

Conforme la ciencia y la tecnologia han avanzado, también lo ha hecho la forma
en la que se estudian las comunidades, asi como las preguntas que buscan responderse.
El método méas popular para su estudio en los ultimos afios es la secuenciacion, por
factores como la constante innovacion y la reduccion en el costo. Por lo anterior, el
estudio de comunidades microbianas se ha enfocado en caracterizarlas
metagendmicamente, es decir, identificar los organismos que se encuentran presentes
en la muestra, asi como conocer su abundancia relativa (GroRkopf & Soyer, 2014). Este
enfoque ha permitido avances considerables en la comprension y caracterizacion de
comunidades microbianas de diferentes ambientes, sin embargo, para comprenderlas
mejor se necesitan diferentes enfoques para su aprovechamiento. Hay mucho interés en
entender el funcionamiento y la composicion de las comunidades microbianas, no solo
por el efecto que tienen sobre otros seres vivos, también porque comprender su dinamica
permitiria el disefio de nuevas comunidades o la manipulacion de las ya existentes.

No debe perderse de vista que todos los organismos estan sujetos a presiones de
seleccion constantes que determinan la supervivencia de una poblacion, por lo que
dentro de los enfoques para su estudio debe haber uno que busque comprender las
dinamicas evolutivas que influyen en la estabilidad de las comunidades microbianas, ya
gue procesos como la coevolucion por interaccion, por ejemplo, podrian cambiar las
dinamicas entre los miembros de una comunidad, llevandola a un estado indeseable
(Shibasaki & Mitri, 2020). Por su tamafio, complejidad y diversidad, el estudio de las
comunidades microbianas considerandolas como un todo es complicado, por lo que
suelen estudiarse solo algunos miembros, dependiendo de la pregunta que se busque
responder, o se divide por grupos taxondémicos para que sea mas facil. Esto ha limitado
el estudio de caracteristicas como el ensamblaje, como responden a perturbaciones o la
estabilidad. Otra limitante es la inclinacion al estudio de ciertos grupos taxonémicos,
como bacterias u hongos, de los que hay mayor informacion disponible a comparacion
de otros, como los protistas, menos estudiados pero que podrian desempefiar papeles
claves.

2.1.1 Comunidades bacterianas

Las comunidades microbianas pueden estar conformadas por diferentes tipos de
microorganismos o ser un conjunto del mismo tipo, como las comunidades de bacterias.



El estudio de estas comunidades ha sido relevante debido a que histéricamente se han
reportado fendmenos interesantes y mas complejos a partir de comunidades bacterianas
gue de una sola especie (Stubbendieck et al., 2016). Por ejemplo, algunos experimentos
realizados con comunidades bacterianas han reportado que las especies que
evolucionan dentro de una comunidad suelen presentar cambios metabdlicos o modifican
las interacciones que mantienen con otras especies (Germerodt et al., 2016; Pacciani-
Mori et al., 2020), algo que no suele observarse cuando una especie crece aislada.

La mayor parte de la dinamica de cada comunidad depende de las interacciones
por pares entre especies, las cuales pueden escalar a niveles mas complejos (Gallardo-
Navarro et al., 2024). Es decir, el resultado de las interacciones entre dos células puede
verse reflejado en otros organismos, como otros miembros de la comunidad, o, en el
caso de las comunidades asociadas a hospederos, en el hospedador. Ademas, muchas
de estas interacciones no son estrictamente uno a uno. Dependiendo de la comunidad,
puede haber un gran numero de interacciones ocurriendo simultdneamente, con
diferentes factores influyendo en el desenlace. Incluso aunque puedan distinguirse
ciertos patrones, suele haber un componente estocastico en la evolucién de estas
comunidades que influye en la repeticion de dichos patrones, aun cuando las
comunidades parten de condiciones iniciales similares.

Lo anterior evidencia un problema comuan en ecologia relacionado con la dificultad
de escalar interacciones pares a dinamicas comunitarias mas complejas. Otra
problemética durante el estudio de comunidades bacterianas es delimitar las
comunidades debido a su tamafio y a la naturaleza microscoépica de sus integrantes, que
a diferencia de los macroorganismos, suelen delimitarse con mayor facilidad en funcion
del espacio fisico que ocupan. Debido a que el ambiente también es importante para la
estructura de una comunidad bacteriana, ya que dependiendo de las condiciones
ambientales es posible que ciertas especies interactien o no, o por el contrario, no
coincidan en el mismo espacio. Tanto la disponibilidad, como el tipo y la distribucion de
recursos también moldean la estructura de las comunidades; por ejemplo, en el caso de
las bacterias que habitan el tracto gastrointestinal humano, no reciben la misma
proporcién de nutrientes, ni el mismo tipo ni al mismo tiempo, lo cual va generando
heterogeneidad en la comunidad. Entonces, la forma en la que se establece la
comunidad es un factor clave, ya que dependiendo de las necesidades de las especies
gue la conformen, habrd mejores condiciones para que un espacio sea colonizado, y a
su vez, la seleccién de dicho ambiente puede determinar su permanencia o su extinciéon
(Nemergut et al., 2013).

Por lo anterior, para las bacterias, el establecimiento en comunidades también
representa beneficios metabdlicos, ya que las bacterias suelen tener acceso a una mayor
diversidad de nutrientes a comparacion de aquellas que viven aisladas (Ponomarova &
Patil, 2015). De esta forma, los sintrofismos metabalicos tienen un rol importante, ya que
pueden llegar a una dependencia de los metabolitos secundarios de una especie a otra.



Por ejemplo, algunas bacterias se benefician de la detoxificacion del peréxido de
hidrogeno que llevan a cabo otras especies, lo cual permite su establecimiento (Morris
et al., 2012).

2.2 Interacciones ecoldgicas interespecificas

Las interacciones entre microorganismos son importantes para mantener la diversidad y
el funcionamiento de los ecosistemas, ademas de ayudar a construir una comunidad al
influenciar sus funciones. Dada la distribucion tan amplia de las bacterias y el interés por
Su importancia ecologica, comprender las interacciones tanto con organismos de la
misma especie como de diferentes especies, resulta esencial para entender los
ecosistemas que habitan y el impacto que tienen los cambios en la composicion de la
comunidad. Por ejemplo, al conocer cdmo las interacciones moldean las comunidades
se puede anticipar la respuesta de la comunidad ante perturbaciones, que es un aspecto
importante en el manejo de ecosistemas. Desde una perspectiva biotecnolbgica, se
amplia la capacidad de manipular y aprovechar a las comunidades en actividades como
la agricultura, donde consorcios microbianos pueden promover el crecimiento vegetal o
protegerlos al inhibir patégenos (Shayanthan et al., 2022).

La ecologia teérica menciona que el resultado de la interaccién de una unidad
biologica con otra puede ser: positiva(+), negativa (-) o neutral (0); a partir de estas
categorias se derivan interacciones como el mutualismo (++), depredacion (+-) o
parasitismo (+-), amensalismo (-0) o comensalismo (+0). Ademas del signo, pueden
asignarse valores numéricos que representan la magnitud, que es (til para su estudio si
se utilizan modelos matematicos. Dentro de una comunidad microbiana, dichas
interacciones pueden ocurrir entre individuos de la misma especie como entre especies
diferentes, incluso entre dominios. Sin embargo, esta clasificacion no debe considerarse
como algo fijo: al estar en un ambiente dinamico las interacciones entre microorganismos
pueden modificarse dependiendo de la composicién de la comunidad en cierto momento,
de las sefales que reciben y de las condiciones de su entorno, lo que suma complejidad
a su estudio.

Dicha complejidad tiene una base molecular, dado que diferentes autores definen
la expresion de genes como la unidad basica de la interaccién, ya que dependiendo de
la presencia o ausencia de cierto estimulo la respuesta génica sera diferente, lo cual
podria resultar en la produccion de moléculas que intervengan en la dinamica de la
comunidad (Weiland-Brauer, 2021). Por su inherente complejidad, es una practica comun
reducir el estudio de las comunidades a conjuntos pequefios en condiciones controladas.
Esto ha permitido identificar mecanismos clave que explican como se estructura una
comunidad y como responde en condiciones y momentos diferentes (Ishizawa et al.,
2025; Ozkurt, 2025).



2.3 Diversidad funcional

Se le conoce como diversidad funcional a los procesos metabdlicos, rasgos fisiolégicos
y ecoldgicos que se encuentran en una comunidad. Debido a la cantidad de funciones
que llevan a cabo las comunidades microbianas (como la regulacion de ciclos
biogeoquimicos, la degradacion de materia organica, el ciclo de nutrientes en ambientes
como el suelo o los servicios ecosistémicos que proveen), es un enfoque necesario para
el estudio de una comunidad microbiana (Igbal et al., 2025; Konopka, 2009).

A través del estudio de rasgos ecoldgicos se ha profundizado la comprension de
la relacion entre las comunidades microbianas y los procesos en el ecosistema (Ramond
et al.,, 2025). Para describir las funciones de una comunidad se han propuesto tres
conceptos analogos a la diversidad de especies. El primero es la riqueza funcional, la
cual se refiere a la cantidad de funciones presentes en una comunidad. El segundo es la
divergencia funcional, que refleja el grado de diferenciacion entre los rasgos de los
organismos presentes. El tercero es la equidad funcional, la cual describe la distribucion
de la abundancia de organismos entre distintos rasgos funcionales (Mason et al., 2005).

En las comunidades bacterianas los rasgos funcionales incluyen caracteristicas
como el aprovechamiento de diferentes fuentes de carbono o nitrégeno, la produccion
de metabolitos y la tolerancia a factores como la temperatura o el pH (Krause et al.,
2014). Este conjunto de rasgos también refleja el nicho ecolégico que ocupa cada
miembro de la comunidad, ademéas determina las interacciones que tendrd con otros
organismos, lo que podria indicar su importancia en el ecosistema.

Otro concepto importante cuando se habla de diversidad funcional es la
redundancia funcional, que se presenta cuando mdultiples especies comparten rasgos
funcionales similares, por lo que pueden desempefiar funciones equivalentes dentro del
ecosistema. En las comunidades de bacterias, la redundancia funcional es relativamente
comun debido a la presencia de genes y rutas metabdlicas similares en distintos grupos
taxonomicos (Louca et al., 2018). Se ha visto que esta caracteristica puede contribuir a
la resiliencia de las comunidades microbianas, ya que la pérdida o disminucién de una
especie puede ser compensada por otras que llevan a cabo procesos similares (Allison
& Martiny, 2008). De hecho, debido a dicha cualidad, el estudio de comunidades
microbianas se ha realizado identificando las especies presentes para comprender la
dinamica de la comunidad a través de sus interacciones metabodlicas (Flamholz &
Newman, 2022).

El estudio de la diversidad funcional en comunidades bacterianas permite vincular
la estructura de las comunidades microbianas con los procesos ecoldgicos que estas
sostienen. Este enfoque es util para analizar interacciones microbianas, dinamicas de
crecimiento y respuestas frente a perturbaciones ambientales, ya que permite identificar
como las caracteristicas funcionales de los organismos determinan el desempefio
colectivo de la comunidad.



2.4 Comunidades sintéticas bacterianas

Naturalmente las comunidades bacterianas estan integradas por cientos o miles de
especies que interactian entre ellas y con su entorno mediante el intercambio de
moléculas de sefalizacion, la produccion de metabolitos secundarios y el sinergismo
entre ellos, o bien, cooperando en la obtencidén de nutrientes (Zhang et al., 2020). Todos
estos procesos que se llevan a cabo simultaneamente, sumado a la inherente
complejidad de la comunidad, dificultan identificar los mecanismos que determinan como
funciona la comunidad y qué la mantiene estable. Para facilitar su estudio se emplean
comunidades sintéticas (también llamadas SynComs, del inglés synthetic microbial
communities), que son una herramienta para estudiar comunidades microbianas.
Consisten en seleccionar un subconjunto de especies de una comunidad natural para su
estudio, ya que al simplificar dicha comunidad se permite establecer relaciones de
causalidad con mayor facilidad y precision, que a su vez contribuye a realizar inferencias
sobre la comunidad completa.

El estudio de las comunidades bacterianas a través de las comunidades sintéticas
ofrece una alternativa experimental simplificada que facilita la observacion y el analisis
de interacciones especificas en condiciones controladas, que ademas da lugar a
diferentes hipotesis y a su vez, distintas condiciones experimentales (Vrancken et al.,
2019). Al reducir una comunidad completa a unas cuantas especies se facilita el estudio
de interacciones microbianas entre los integrantes, como la competencia por nutrientes
o la cooperaciéon metabdlica, también permite distinguir la dependencia metabdlica entre
especies.

Ademéas de su utilidad para comprender aspectos fundamentales de una
comunidad, las comunidades sintéticas tienen aplicaciones directas: desde optimizar
procesos de produccién o degradacion de compuestos hasta promover el crecimiento
vegetal en sistemas agricolas.

2.5 Seleccién natural

La seleccion natural es el resultado o el proceso, dependiendo del autor, en el que la
variacion de rasgos heredables entre organismos, en un momento y espacio en
especifico, determina diferencias en la supervivencia de las poblaciones. Un concepto
importante en el estudio de la seleccién natural es el éxito reproductivo (o fitness, en
inglés) de un organismo, que puede definirse como una medida de la produccion total (o
relativa) de la produccién de descendencia con cierto genotipo, por lo que hay una
relacion en que mientras mas descendencia deje un organismo, mayor sera su fitness
(Gregory, 2009).

Existen diferentes tipos de seleccion natural: direccional, estabilizadora y
diversificadora, los cuales se distinguen por los rasgos que favorecen la supervivencia y
la reproduccion. En la seleccion direccional se favorece solo a uno de los extremos de la



variacion; por ejemplo, durante el comienzo de la Revolucion Industrial las polillas de
coloracion oscura se vieron favorecidas sobre las de coloracion clara porque podian
camuflarse con mayor facilidad en los arboles ennegrecidos por el hollin. En la seleccion
estabilizadora se actla en contra de ambos extremos y se favorece el fenotipo
intermedio; como es el caso de los cuernos de los venados, donde las astas demasiado
pequefias no son atractivas para las hembras pero las astas demasiado grandes son
inconvenientes para el portador. Y el tercer tipo, la seleccion natural disruptiva, o
diversificadora, la menos frecuente de las tres, favorece ambos fenotipos extremos
(Futuyma & Kirkpatrick, 2017; Lande & Arnold, 1983).

Para la comprension de la seleccion natural se desarrollaron metodologias que
permitan su estudio de forma controlada. Entre ellas se encuentran la seleccion artificial
y la evolucién dirigida, dos enfoques relacionados en los que los investigadores deciden
gué organismos se reproducen, aunque con diferencias en su alcance y procedimiento.
La seleccion artificial opera sobre rasgos fenotipicos observables: los humanos
identifican ciertos individuos con caracteristicas deseables que quieren preservar y
favorecen su reproduccion. Asi se sentd la base con las primeras poblaciones de
humanos con organismos como el maiz, el trigo o el ganado. Por su parte, la evoluciéon
dirigida incorpora un proceso previo de mutagénesis, seguido de la seleccién del
investigador sobre los organismos que pasan a la siguiente generaciéon (Bloom & Arnold,
2009). Ambos métodos estan disefiados de tal manera que la seleccidn sea rapida, sin
embargo, sacrifican variacién genética y el tamafio de la poblacién también.

A la par se ha desarrollado la evolucién experimental, que incluye disefios
experimentales en donde la presién de seleccion es impuesta por los investigadores pero
se busca que la seleccién natural sea la fuerza predominante en la dinamica evolutiva
(Lewis & Morran, 2022). Con este enfoque de seleccion natural se han abordado
preguntas sobre conceptos evolutivos en condiciones de laboratorio, como la evolucién
de la multicelularidad (Ratcliff et al., 2012).

2.5.1 Seleccioén natural en bacterias

En poblaciones microbianas la seleccion natural actia sobre rasgos que favorecen la
supervivencia bajo ambientes con presiones selectivas especificas. A diferencia de los
macroorganismos, las bacterias pueden adaptarse en tiempos mas cortos gracias a
mecanismos génicos como la transferencia horizontal de genes, la cual les permite
adquirir rasgos adaptativos de otras especies a través de elementos genéticos como los
plasmidos, lo cual favorece su evolucion en pocas generaciones sin esperar a la
intervencion de otros mecanismos adaptativos (Garcillan-Barcia et al., 2025; Nguyen
et al., 2018).

En la actualidad, comprender estos procesos adaptativos en bacterias remite a un hecho
fundamental: los mecanismos moleculares y metabdlicos que regulan la evolucién
moderna tienen su origen en los primeros linajes procariotas.



La seleccion natural regula el crecimiento bacteriano a través de factores abioticos
como la disponibilidad de recursos en su ambiente, y de la historia evolutiva de cada
linaje. Los genomas bacterianos se han adaptado para perdurar en diferentes entornos
y condiciones, y varias de estas adaptaciones surgieron gracias a la convivencia con
otros organismos (Saati-Santamaria et al.,, 2026). Por ejemplo, las bacterias han
desarrollado un mecanismo de comunicacion intercelular que les ha permitido coordinar
comportamientos colectivos en funcién de su densidad poblacional: el Quorum Sensing
(Abisado et al., 2018). Este tipo de adaptaciones también se refleja en estrategias de
obtencion de nutrientes que han sido favorecidas por seleccion natural, como el
secuestro de nutrientes, particularmente aquellos mas escasos, por ejemplo, el hierro
(Barber & Fitzgerald, 2024)

Las bacterias han sido un sistema de estudio valioso para comprender procesos
evolutivos, como el efecto de las mutaciones o de la seleccion natural. Gracias a
caracteristicas ventajosas como su tamafio poblacional y los tiempos de generacion
cortos de algunas especies, los cuales han hecho posible observar cambios evolutivos
en tiempo real. Ademas, la capacidad de preservar aislados con caracteristicas de
interés y almacenarlas también ha favorecido su estudio, ya que ha sido posible
comparar poblaciones en distintos puntos en el tiempo (Lenski et al., 1991) o contrastar
cepas entre si. También pueden obtenerse varias generaciones en tiempos reducidos,
comparado con los macroorganismos, y se requieren de menos recursos para su
mantenimiento. Los primeros estudios evolutivos en bacterias consistieron en
experimentos basados en aproximaciones comparativas, posteriormente se introdujo la
evolucién experimental y eso cambio la perspectiva de estudio (Elena & Lenski, 2003).

Uno de los motivos por lo que la evolucién en bacterias ha sido tan estudiada en
los ultimos afios es por el aumento de cepas resistentes a antibiéticos, un problema de
salud publica mundial (Maeda & Furusawa, 2024; Sanz-Garcia et al., 2023). La presion
de seleccion que ha impuesto el uso desmedido e irresponsable de antimicrobianos ha
llevado a una evolucién rapida de cepas resistentes, por lo que la investigacion se ha
enfocado en el desarrollo de nuevos antibioticos y en comprender diversos aspectos de
comunidades de bacterias patdgenas, como las biopeliculas.

La resistencia a antibiéticos es un ejemplo de evolucion actual, por lo que para
entender su dinamica se recurre a medidas cuantitativas basadas en un proxy del fitness.
Es considerado asi debido a que el fithess darwiniano, que puede entenderse como la
contribucion de un individuo a las generaciones futuras, suele ser dificil de medir en la
practica, por lo que se recurre a cuantificar componentes como la supervivencia o el
namero de descendientes, por ejemplo, el nimero de semillas de una planta (Wen &
Simons, 2020). En el caso de las bacterias, las UFC son un proxy, ya que cada una
representa una ceélula, o un grupo de células, capaz de generar colonias visibles, que a
Su vez se entiende como una medida de viabilidad celular (Fink & Manhart, 2026).



Normalmente se utilizan dos procedimientos para calcularlo: a través de una curva
de crecimiento o por ensayos de competencia por pares. En el primero se utilizan algunos
parametros como la pmax, que se refiere a la tasa maxima de crecimiento especifico, es
decir, la velocidad méaxima a la que una poblacién bacteriana puede duplicarse (Ceballos
& Stacy, 2020); la capacidad de carga (k) o el area bajo la curva (AUC, Area Under the
Curve). Mientras que los ensayos de competencia por pares, consisten en colocar dos
especies o cepas diferentes en proporciones iniciales conocidas y se monitorea como va
creciendo cada una, donde la méas adecuada o la del mayor fitness es la que incrementa
su proporcion (Worthan et al., 2023).

2.6 Seleccion dependiente de la frecuencia

La seleccion dependiente de la frecuencia es un fendmeno evolutivo en el que el fithess
(o éxito reproductivo) de un fenotipo o genotipo depende de su frecuencia en la
poblacion. Se considera un tipo de seleccion natural balanceadora, es decir, mantiene
multiples alelos a frecuencias mas altas de lo esperado bajo neutralidad. Estos procesos
pueden encontrarse en varias poblaciones, desde comunidades de organismos
macroscopicos hasta comunidades microbianas, ya que contribuyen al mantenimiento
de la diversidad.

Fue descrito por primera vez porlos genetistas matematicos Sewall Wright y
Ronald Fisher. Wright penso que la seleccién natural
no necesariamente debe maximizar el fitness poblacional, mientras que Fisher
observo que la seleccion sexual por las hembras podia tener retroalimentacion positiva
sobre los rasgos masculinos extravagantes (Fisher, 1930; Kirkpatrick, 1982).

Se observa seleccion dependiente de la frecuencia en diferentes circunstancias,
como: cuando los individuos compiten por recursos; cuando los depredadores detectan
mas facilmente a presas con fenotipos comunes; cuando los polinizadores prefieren
fenotipos comunes o raros; o las hembras prefieren aparearse con machos comunes o
raros (Otto et al., 2008). Algunos ejemplos de seleccion dependiente de la frecuencia en
macroorganismos incluyen las dinamicas de mimetismo mdlleriano y batesiano, en el que
una especie inofensiva imita el patron de una especie venenosa o de sabor desagradable
para evitar a los depredadores.

Existen dos tipos de seleccion dependiente de la frecuencia: positiva y negativa.
En la seleccidon dependiente de la frecuencia positiva el fithess de un genotipo o fenotipo
es mayor cuando son comunes en la poblacion, puede llevar a la fijacién de un rasgo y
la reduccion de polimorfismos. Un ejemplo son los patrones en las alas de las mariposas
del género Heliconius, los cuales son aprendidos y evitados por los depredadores,
favoreciendo a los fenotipos mas comunes (Chouteau et al., 2016). En la seleccién
dependiente de la frecuencia negativa, el fitness es mayor cuando el fenotipo o genotipo
es raro, lo que promueve que se mantenga la diversidad. Por ejemplo, durante el
reconocimiento de proteinas superficiales de patdgenos las variantes mas comunes son



reconocidas y eliminadas, mientras que las variantes raras evaden la respuesta inmune
y tienen mayor probabilidad de sobrevivir (Frank, 2002).

En general, en microorganismos es comun observar seleccién dependiente de la
frecuencia sobre la produccion de compuestos que pueden ser aprovechados por otros
microorganismos de la comunidad. Un ejemplo estudiado en Pseudomonas aeruginosa
muestra que las mutantes del gen lasR, encargado de la produccion de una proteasa
reguladora de Quorum Sensing, presentan un fitness mayor cuando son minoria en la
poblacién, ya que son capaces de aprovechar las proteasas que secretan las bacterias
de la cepa no mutante sin asumir el costo de producirlas (Sandoz et al., 2007). La
seleccidon dependiente de la frecuencia negativa, en particular, es un mecanismo efectivo
para mantener la variacion de polimorfismos y favorecer la coexistencia a largo plazo
(Brisson, 2018).

2.6.1 Seleccion dependiente de la frecuencia en bacterias

La seleccion dependiente de la frecuencia, al igual que otros fendmenos
evolutivos, ha sido trasladada del estudio de macroorganismos al de microorganismos
para comprender el funcionamiento de las comunidades. Sin embargo, su aplicacidén en
bacterias tiene consideraciones diferentes; por ejemplo, las mutaciones que llevan a la
variacion en animales o insectos pueden tener efectos discretos, en cambio, en bacterias
ese pequefio cambio podria tener consecuencias mas grandes, debido a la estrecha
relaciéon entre genotipo y fenotipo en estos organismos.

Un estudio muy importante en esta area se dio a partir de una observacion en
Pseudomonas aeruginosa: se identificé que esta bacteria secreta sider6foros (moléculas
de alta afinidad por el hierro que no todas las bacterias son capaces de producir) al
ambiente, y que otras bacterias presentes aprovechan los sideréforos sin contribuir a la
comunidad (Harrison et al., 2008). Este fenotipo se identific6 como “tramposo” (cheater).
A partir de esta observacién, (Ross-Gillespie et al., 2007a) evaluaron si el fenotipo
tramposo esta sujeto a seleccidon dependiente de la frecuencia negativa, es decir, si su
fithess es mayor mientras sea raro en la poblacion, ya que, de haber una proporcion muy
grande de fenotipos tramposos se reduciria la cantidad de sideréforos disponibles y la
comunidad podria verse afectada.

Este principio también se ha documentado en otros organismos. En
Saccharomyces cerevisiae, las cepas productores de la enzima invertasa, cuya funcion
consiste en hidrolizar disacéaridos en el espacio periplasmico, pueden ser explotadas por
cepas que no producen dicha enzima cuando es excretada al medio (Gore et al., 2009).
Desde una perspectiva teorica, se han planteado modelos matematicos para describir la
dindmica entre bacterias con fenotipo resistente y susceptible bajo presion de seleccion
de compuestos bactericidas o toxinas en el ambiente (Levin et al., 1997). También se ha
propuesto a la seleccién dependiente de la frecuencia negativa como un mecanismo para



explicar la variacion antigénica, ya que las regiones mas raras son detectadas en menor
medida por el sistema inmune (Corander et al., 2017).

Un ejemplo ilustrativo de seleccion dependiente de la frecuencia negativa en
bacterias es la produccion de polisacaridos extracelulares en Pseudomonas fluorescens
(Rainey & Travisano, 1998). El genotipo capaz de producirlo se ve favorecido en medio
liquido, ya que le permite a las bacterias flotar y acceder més eficientemente al oxigeno.
Sin embargo, cuando su produccion es excesiva, la matriz se vuelve demasiado densa
y termina por hundirse, lo que confiere una ventaja selectiva a las poblaciones donde las
células que producen polisacéaridos extracelulares son raros.

2.7 Modelos matematicos y comunidades bacterianas

Los modelos matematicos son herramientas Utiles para responder preguntas sobre
mecanismos de competencia y estabilidad en comunidades microbianas. Las
interacciones entre miembros de una comunidad bacteriana generan dinamicas tan
complejas que en ocasiones puede ser dificil comprenderlas Unicamente a partir de
observaciones experimentales, por lo que los modelos matematicos forman parte de las
herramientas para el estudio de la estructura y estabilidad de comunidades microbianas,
ya que permiten representar las interacciones entre especies y explorar la influencia que
tienen en la composicién y el funcionamiento del sistema (Kuntal et al., 2019). A través
de ellos es posible explorar el nUmero minimo de reglas y relaciones necesarias para
explicar un fendmeno complejo, y las simulaciones derivadas de estos modelos
contribuyen a la generacién de nuevas hipotesis que podran ponerse a prueba a partir
de los datos disponibles (Silva, 2011).

Al permitir la integracién de datos experimentales con aspectos ecolbgicos y
evolutivos, las predicciones que se generan sobre el comportamiento de la comunidad
suelen describir mejor el sistema y dar informacion méas acertada. Por ejemplo, un
enfoque muy utilizado es la inferencia de redes de interaccidn entre especies para
evaluar como las perturbaciones o cambios en su conformacion pueden alterar la
estabilidad de la comunidad (Huang et al., 2025). Estos modelos han ganado popularidad
debido a su flexibilidad para adaptarse al estudio de poblaciones provenientes de
diferentes ambientes, tanto ambientes naturales como asociadas a otros organismos
(Zaccaria et al., 2017).

Un enfoqgue complementario son los modelos basados en ecuaciones
diferenciales, los cuales permiten describir la variaciébn temporal en la abundancia de
cada especie en funcién de parametros como la tasa de crecimiento y la interaccién con
otras especies. Uno de ellos es el modelo Lotka-Volterra, que originalmente fue
desarrollado para describir dinAmicas presa-depredador, y posteriormente ampliado para
describir interacciones entre multiples especies, el cual recibe el nombre de modelo
Lotka-Volterra generalizado (o gLV, del inglés generalized Lotka-Volterra). En este
modelo, la dinamica de cada especie se describe mediante una ecuacion diferencial que



incorpora su tasa de crecimiento y los efectos de interactuar con organismos tanto de la
misma especie (interacciones intraespecificas) como de otras especies (interacciones
interespecificas). El modelo gLV puede escribirse de la siguiente manera:

dx;
—t =x(r+Xj ;X)) 1)

d

donde x; representa la abundancia de la especie i; ri es su tasa de crecimiento, y el
término a;; describe el efecto de la especie j sobre la especie i. Los coeficientes del tltimo
término pueden representar distintos tipos de interacciones ecoldgicas, como
competencia, mutualismo o depredacién, dependiendo de la combinacién de signos. El
modelo gLV se ha utilizado para estudiar la estabilidad y resiliencia de diferentes
comunidades frente a perturbaciones ambientales, ya que algunas extensiones del
modelo incorporan componentes estocasticos que permiten representar la variabilidad
ambiental y el ruido biolégico (Phan et al., 2025).

3. Hipotesis

En esta tesis se puso a prueba la hipétesis de que el éxito reproductivo de cada una de
las especies que interactlan se encuentra bajo seleccion dependiente de la frecuencia
negativa. Es decir, el éxito reproductivo de cada bacteria disminuye conforme incrementa
su frecuencia relativa dentro de la comunidad. Este patron de seleccion promueve la
coexistencia durante el establecimiento de la comunidad. Cambios en la identidad de las
especies que interactdan (i.e. cambios en el ambiente bi6tico) asi como cambios en la
disponibilidad de recursos en el medio (i.e. cambios en el ambiente abidtico) pueden
alterar este patron de seleccion. Si las especies que interactian son filogenéticamente
cercanas, pertenecen al mismo género, se espera que la interaccién antagdnica sea mas
fuerte limitando la coexistencia y llevando al desplazamiento de una de ellas. Sin
embargo, si las especies que interactlian no pertenecen al mismo género, se espera que
diferencias en la preferencia por ciertos recursos clave favorezcan una coexistencia.
Finalmente, si la comunidad se desarrolla en medios minimos con una baja
concentracion de recursos se espera que la competencia por recursos incremente,
principalmente entre bacterias del mismo género, por lo que la coexistencia no es
favorecida, a diferencia de lo que ocurriria en medios ricos en nutrientes.

4. Justificacion

Entender los mecanismos que favorecen el mantenimiento de la variacién genética en
poblaciones y comunidades sigue siendo un reto en la rama de la biologia evolutiva. La
seleccién dependiente de la frecuencia, donde el éxito reproductivo de los individuos



depende de su frecuencia relativa, se ha propuesto como uno de los principales
mecanismos que mantiene la variacidbn genética ya sea en forma de polimorfismos
genéticos o la coexistencia de las especies. A diferencia de la seleccion direccional, que
tiende a eliminar la variacion, la seleccién dependiente de la frecuencia negativa puede
favorecer la coexistencia al favorecer genotipos poco frecuentes, sobre todo en contextos
de competencia por recursos. Generalmente, los efectos de la seleccién dependiente de
la frecuencia se han estudiado en sistemas simples, pero en la naturaleza las especies
interactdan y, en el caso particular de las comunidades bacterianas, las interacciones
pueden fluctuar entre el antagonismo, la competencia y la cooperacion por lo que la
intensidad y direccidn con la que opera la seleccidon dependiente de la frecuencia se
puede modificar. Ademas, la disponibilidad de recursos en el medio puede alterar el
resultado de la competencia intraespecifica y, por lo tanto, la ventaja relativa de los
genotipos raros o comunes afectado la coexistencia de las especies. En este sentido,
evaluar como las interacciones biéticas y el ambiente influyen de manera conjunta sobre
los patrones de seleccion dependiente de la frecuencia nos permitira entender mejor el
papel de los mecanismos ecoldgicos y evolutivos que mantienen la diversidad biologica
en bacterias.

5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Evaluar si la coexistencia en comunidades microbianas es promovida por la seleccién
dependiente de la frecuencia, y determinar como este patron de seleccidon se modifica
por la cercania taxonémica de las especies que interacttan y por la disponibilidad de
recursos en el medio.

5.2 Objetivos especificos

a) Determinar si el éxito reproductivo de las bacterias, estimado como el nimero de
unidades formadoras de colonia, depende de su frecuencia relativa dentro de la
comunidad.

b) Determinar cambios en la intensidad o direccion de la seleccion dependiente de la
frecuencia dependiendo de si las especies que interactian pertenecen al mismo género
0 a géneros distintos.

c) Determinar si la disponibilidad de recursos en el medio modifica la intensidad o
direccién de seleccion dependiente de la frecuencia.

d) Evaluar in silico la dinAmica y estabilidad de las comunidades bacterianas bajo los
distintos escenarios de interaccion y disponibilidad de recursos.



6. Material y Métodos

6.1 Sistema de estudio

Las especies bacterianas que se utilizaron forman parte del “Cepario Bacteriano de
Plantas e Insectos” del Laboratorio de Ecologia Tedrica y Evolucion Experimental de la
Unidad de Microbiologia Basica y Aplicada de la Universidad Autbnoma de Querétaro.
Las especies del cepario fueron aisladas de localidades ubicadas en el municipio de El
Marqués, en el estado de Querétaro, durante el verano de 2020. Para la elaboracion de
esta tesis se seleccionaron tres bacterias epifitas aisladas del filoplano de Datura inoxia
e identificadas molecularmente (Moran, 2023) como: Bacillus pumilus (e2), Sporosarcina
sp. KP5-3 (e3) y Sporosarcina luteola (e4).

La bacteria Bacillus pumilus pertenece a la familia Bacillaceae, orden Bacillales,
clase Bacilos y filo Bacillota. Estas bacterias tienen forma cilindrica elongada, son Gram
positivas y forman endosporas. Puede crecer en temperaturas que van desde los 5 hasta
los 50°C, en pH de 5 a 11 y tolerar ambientes con NaCl del 10% (Branquinho et al.,
2014). Su morfologia en medio Luria-Bertani (LB) se observa como colonias circulares
grandes, de color amarillo, convexas con margenes enteros, superficie lisa y brillante, y
de consistencia viscosa. En medio minimo son colonias circulares medianas, color
amarillo, convexas con margenes enteros, superficie lisa y brillante y de consistencia
viscosa. Es una especie distribuida ampliamente, ya que se ha encontrado en ambientes
como suelo, en agua marina y sedimentos en el fondo del mar, incluso en vehiculos
espaciales (La Duc et al.,, 2004). Su amplia distribucion puede atribuirse a que son
bastante resistentes, ya que se ha visto que prevalecen en ambientes con pocos
nutrientes, resisten la desecacion, desinfectantes quimicos y la radiacion (Parvathi et al.,
2009). Ademas, ha sido clasificada como una bacteria promotora del crecimiento en
plantas, debido a la produccién de fitohormonas, asi como por su antagonismo mediado
por compuestos antifungicos y antibacterianos (Dobrzynski et al., 2022).

El género Sporosarcina forma parte de la familia Caryophanaceae, orden
Bacillales, clase Bacilli y filo Bacillota. Las especies de este género que se han estudiado
son, generalmente, moéviles formando endosporas redondas; ademas, son aerobios
estrictos 0 anaerobios facultativos (Gupta & Patel, 2020). Este género también se
caracteriza por usar MK-7 como la principal menaquinona, una forma de vitamina K2
presente en algunos alimentos fermentados. Especificamente, la bacteria Sporosarcina
sp. KP5-3 corresponde al identificador en GenBank: JQ794609.1, reportada por
Jantapalaboon et al. (2012), como parte de la comunidad microbiana del Kapi, una pasta
de camarones fermentada tradicional de Tailandia. En medio LB esta bacteria crece
como colonias puntiformes planas de color beige, con bordes enteros y consistencia
cremosa Yy viscosa. Por el contrario, cuando ésta crece en medio minimo presenta
colonias puntiformes de color blanco, con bordes enteros, de consistencia seca y bordes



irregulares. Finalmente, la bacteria Sporosarcina luteola es considerada
metaloresistente, y su capacidad de precipitar carbonatos metalicos ha sido de interés
para procedimientos de biorremediacion (Cuaxinque-Flores et al., 2020). Es también
formadora de endosporas (Board, 2015), lo que le otorga la capacidad de sobrevivir a
ambientes hostiles, como en maquinaria alimentaria que es sometida a procesos
intensivos de limpieza (Tominaga et al., 2009). Tanto en medio LB como en medio
minimo, la morfologia colonial de S. luteola se aprecia como colonias circulares y
elevadas de color blanco, con bordes completos, superficie brillante, consistencia seca y
poco viscosas.

6.2 Disefio experimental

6.2.1 Comunidades bacterianas

Las tres especies bacterianas que se utilizaron forman parte de una comunidad sintética
gue ha sido estudiada previamente por Anistro (2024). Estas especies fueron
seleccionadas bajo el supuesto de que las dos especies pertenecientes al género
Sporosarcina presentan nichos metabdlicos traslapados vy, por lo tanto, al competir por
recursos similares la competencia entre ellas es mas intensa (Koeppel & Wu, 2014). Por
esta razon, la primera comunidad fue una combinacién intra-género que incluyé a S. sp.
KP5-3 (e3) y S. luteola (e4). Para la segunda comunidad inter-género se seleccion6 a B.
pumilus (e2) y S. luteola (e4) dado que, aunque pertenecen a géneros diferentes, se ha
demostrado experimentalmente que son antagonistas, con un antagonismo muy
marcado por parte de S. luteola hacia B. pumilus (Moran, 2023). Utilizar ambas
combinaciones de bacterias y modificar sus frecuencias relativas permite evaluar si la
selecciéon dependiente de la frecuencia se modifica como resultado de la intensidad de
las interacciones. Ademds, la morfologia colonial de cada bacteria en ambas
combinaciones es diferente por lo que realizar los conteos de colonias se puede hacer a
simple vista.

6.2.2. Bioensayos de frecuencia y disponibilidad de recursos

Tomando en cuenta las dos comunidades bacterianas descritas previamente, se
realizaron bioensayos en los que se manipul6 la frecuencia relativa de cada especie y la
disponibilidad de recursos siguiendo un disefio factorial completo. Se tuvieron tres
niveles para el tratamiento de frecuencia y dos niveles para el tratamiento de
disponibilidad de recursos. Cada combinacion de tratamientos se hizo por triplicado para
un total de 18 réplicas.

Para manipular la frecuencia relativa de las bacterias dentro de la comunidad se
realizaron los siguientes pasos. Cada especie bacteriana fue sembrada en condiciones
axénicas en medio sélido LB doce horas antes de iniciar los bioensayos. Pasadas las



doce horas, se cultivd una colonia de cada especie en 7 mL de medio liquido LB y se
incubaron en agitacion (28°C, 120 rpm) hasta que entraron en la fase exponencial de su
curva de crecimiento (DOsoo). Una vez que alcanzaban este punto de la curva, se
recolectaron dos alicuotas, de 1 mL cada una, de cada cultivo axénico y se diluyeron
para obtener una cantidad de UFC/mL similares de cada especie siguiendo tres
frecuencias: 1:9, 1:1 y 9:1., cada uno replicado seis veces (seis jaulas por tratamiento).
Teniendo las frecuencias 1:9, 1:1 y 9:1 (ver Tabla 1). Ademas, cada combinacion de
bacterias en cada nivel de frecuencia fueron incubadas en dos medios de cultivo: medio
LB (medio rico) y medio de sales minimas (medio M9, preparado siguiendo el protocolo
de Zimbro (2009)) para determinar si la disponibilidad de recursos en el medio afect6 el
patron de seleccion. Todas las réplicas fueron incubadas a 28°C y 120 rpm. Después de
10 y 18 horas de incubacién, se tomé una alicuota de 1 mL para sembrar 20uL en cajas
de Petri con el medio sélido correspondiente y obtener la cuantificacion de UFCs en esos
dos tiempos.

Tabla 1. Relacion del volumen inoculado y las UFC por mL de acuerdo a los tratamientos de
frecuencia.

tratamiento de frecuencia equivalencia en pL equivalencia* en UFCs
| 1:9 | 14:126 | 57 : 573 |
1:1 70:70 302: 302
9:1 126: 14 573 :57

* valores promedio considerando todas las réplicas por combinacién

6.2.3 Manipulacién de las frecuencias in silico

Con el fin de evaluar el efecto de la SDF en la dinamica temporal de las comunidades
bajo diferentes escenarios ecoldgicos, se realizaron simulaciones del modelo Lotka-
Volterra generalizado (1) utilizando el paquete deSolve (Soetaert et al., 2010) de R (R
Core Team, 2024). Para construir el modelo, los coeficientes de interaccion intra e inter
especificos se estimaron a partir de los conteos de UFC/mL como series de tiempo de
cada una de las condiciones experimentales, bajo la hip6tesis de que tanto el signo como
la intensidad de la interaccion podria ser diferente en cada una. Especificamente, los
coeficientes se calcularon utilizando el método propuesto por (Stein et al., 2013), que
consiste en resolver el modelo Lotka-Volterra como una regresion lineal con
regularizacién de Tikhonov. La regresion fue aplicada mediante el paquete glmnet
(Friedman et al., 2010) de R. El tipo de penalizacién que se seleccion6 fue Ridge (L,),
que en la libreria se indica con un valor de “alpha” igual a 0.

Para estimar la tasa de crecimiento de cada especie en cultivo individual y
compararla con las tasas de crecimiento en cultivo binario, se sembraron cultivos



axénicos de cada especie en medio LB sdlido. Después de 12 horas, se inoculo una
colonia en medio LB liquido y, cada dos horas por las siguientes 14 horas, se tomo una
muestra que se inoculé nuevamente en medio soélido para realizar el conteo de colonias
y calcular las UFC/mL. La estimacién de las UFCs por mL se hizo siguiendo la férmula
propuesta por Tomlin & Axelrod (2007):

Numero de coloniasxFactor de dilucién

UFC/mL - volumen sembrado (mL) (2)
El factor de dilucién se estimé de acuerdo a Reynolds (2005) como:
f _ volumen de la muestra (3)

volumen de la muestra+volumen de dilucion

La tasa de crecimiento (r) también se estimd a partir de las UFC/mL de las
primeras 14 horas, tanto de los cultivos axénicos como de los cultivos binarios
(experimentos con manipulacion de la frecuencia y medios diferentes). El calculo se
realizo linealizando el modelo de crecimiento exponencial (4) y se transformé en (5), de
manera que pudiera estimarse como una regresion lineal (Foerster et al., 2015).

N(t) = Nye't (4)
In(N(@®)) =Iln(Ng) +rt (5)

donde N(t) representa el tamafio de la poblacion al tiempo t; N, es el tamafio inicial de
la poblacion; e es la base de logaritmo natural; r es la tasa intrinseca de crecimiento
poblacional y t es el tiempo. Finalmente, para calcular los puntos de equilibrio y su
estabilidad se usé el paquete phaseR (Grayling, 2014) de R.

6.3 Analisis de datos

Para todos los bioensayos, la variable de respuesta fue el nimero de UFCs por mL. Esta
estimacion se considera un buen proxy del fitness porque toma en cuenta tanto la
capacidad de supervivencia como la reproduccion de las bacterias. Los analisis
estadisticos se hicieron de forma independiente para las 10 y las 18 horas. Se realiz6 un
modelo lineal generalizado con distribucién quasi-Poisson y funcion liga log utilizando la
funcién glm en R (R Core Team, 2024). El modelo incluyé el efecto de la especie, la
frecuencia, el medio de cultivo y todas sus interacciones como fuentes de variacion.
Finalmente, las graficas se hicieron usando el paquete ggplot2 de R (Wickham, 2016).



7. Resultados

En esta tesis se manipuld la frecuencia relativa con la que comenzaron dos comunidades
bacterianas, una compuesta por especies del mismo género (comunidad intra-género) y
otra compuesta por especies de géneros distintos (comunidad inter-género). Ambas
comunidades fueron inoculadas en dos tipos de medio: un medio rico (LB) y en medio
minimo. Se analizaron los efectos de las combinaciones de los tratamientos en términos
del namero de UFC/mL después de 10 y 18 horas de incubacion.

7.1 Bioensayos

7.1.1 Comunidad bacteriana intra-género

Para el bioensayo realizado con las dos especies de Sporosarcina, los resultados del
modelo estadistico realizado a las 10 horas indican que tanto la frecuencia inicial como
la identidad de la especie afectan significativamente el nimero de colonias, aunque estos
efectos dependen de su interaccion. En particular, cuando la bacteria S. sp. KP5-3 (e3)
se encontraba en alta frecuencia (0.9), se observé un efecto positivo significativo en el
namero de colonias en comparacion con el tratamiento de baja frecuencia (3 =1.21, P =
0.009), mientras que la frecuencia intermedia (0.5) no mostré un efecto significativo (P =
0.50). Asimismo, se encontré un efecto positivo significativo de la especie S. luteola (e4)

(B =1.25, P =0.007), lo que sugiere diferencias inherentes entre especies. No obstante,
se detectd una interaccion negativa y altamente significativa entre la frecuencia 0.9 y la

especie e4 (B = —-4.25, P < 0.001; Fig. 1a), indicando que el efecto de la frecuencia

depende del contexto especifico de la especie. La interaccién entre la frecuencia 0.5y la
especie mostrd una tendencia marginal (P = 0.074; Fig. 1a). En contraste, ni el efecto
principal del medio ni sus interacciones con las demas variables (cada una de las
frecuencias de inicio y la especie) resultaron significativos después de 10 horas, lo que
sugiere que las condiciones ambientales evaluadas no modifican sustancialmente la
respuesta de la comunidad en este tiempo.

A las 18 horas, el patron general se mantiene, pero los efectos se vuelven mas
consistentes y marcados. La frecuencia alta (0.9) continia mostrando un efecto positivo
significativo (B = 0.91, P = 0.039), mientras que la frecuencia intermedia (0.5) presenta
nuevamente una tendencia marginal (8 = 0.74, P = 0.098). Por su parte, el efecto de la
especie S. luteola (e4) se intensifica, siendo positivo y altamente significativo (B = 1.97,

P < 0.001), lo que refuerza la existencia de diferencias entre especies. Sin embargo,

estas tendencias estan moduladas por interacciones negativas significativas entre la



especie e4 y ambas frecuencias evaluadas (frecuencia de 0.5: B = -1.57, P = 0.004;

frecuencia de 0.9: B = -2.33, P < 0.001; Fig. 1b), lo que sugiere que el efecto positivo de

la frecuencia disminuye o incluso se revierte en este contexto. Al igual que a las 10 horas,
el medio y sus interacciones no mostraron efectos significativos; ademas, el error
estandar extremadamente grandes en algunas de estas interacciones indican una baja
precision en su estimacién. En conjunto, estos resultados muestran que la dinAmica del
sistema esta consistentemente determinada por la interaccion entre la frecuencia y la
identidad de la especie, mientras que el efecto del ambiente es limitado bajo las
condiciones evaluadas. Asimismo, la comparacion temporal sugiere que estos patrones
se consolidan a lo largo del tiempo, con efectos mas claros y robustos a las 18 horas.
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Figura 1. Nomero de UFC/mL (media + EE) de cada especie de la comunidad intra-género dada
su frecuencia después de (A) 10 y (B) 18 horas de incubacion. * indican diferencias entre los
valores después de una prueba a posteriori de Tukey-Kramer (P < 0.05).



Predicciones del modelo GLM para la comunidad e3+e4
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Figura 2. Cantidad de UFC/mL predichas por el modelo GLM, por especie, para la comunidad
intra-género a las 10 horas (izquierda) y 18 horas (derecha).

7.1.2 Comunidad bacteriana inter-género

Para el bioensayo realizado con S. luteola (e4) y B. pumilus (e2), los resultados a las 10
horas indican que tanto la frecuencia inicial como la identidad de la especie afectan
significativamente el numero de unidades formadoras de colonias, y que estos efectos
dependen de su interaccion. En particular, tanto la frecuencia intermedia (frecuencia 0.5;
B = 0.84, P = 0.016) como la frecuencia alta (frecuencia 0.9; B = 1.16, P < 0.001)
mostraron efectos positivos significativos, lo que sugiere que un incremento en la
frecuencia inicial favorece el numero de colonias de toda la comunidad. Asimismo, la

especie S. luteola (e4) presenté un efecto positivo significativo (B = 1.15, P = 0.001),
indicando diferencias entre las especies. No obstante, estos efectos estan modulados
por interacciones negativas y significativas entre la especie e4 y ambas frecuencias

evaluadas (frecuencia 0.5: B = -1.61, P < 0.001; frecuencia 0.9: f = -4.00, P < 0.001;

Fig. 2a), lo que sugiere que el efecto positivo de la frecuencia disminuye o se revierte en
el contexto de esta especie. En contraste, el medio y sus interacciones no mostraron
efectos significativos, 1o que indica que las condiciones ambientales evaluadas no
influyen de manera importante en el nimero de colonias. El patrén observado a las 18
horas es completamente diferente ya que la mayoria de los efectos dejan de ser
significativos, lo que sugiere una pérdida de la estructura detectada inicialmente. En
particular, la frecuencia intermedia (0.5) no mostré un efecto significativo (P = 0.566),
mientras que la frecuencia alta (0.9) mantuvo un efecto positivo significativo (B = 2.54, P
= 0.046), aungue con mayor incertidumbre en comparacion con el tiempo inicial. A
diferencia de lo observado a las 10 horas, la identidad de la especie ya no tuvo un efecto
significativo (P = 0.858), indicando que las diferencias entre ambas especies se atentan
con el tiempo. De manera consistente, tampoco se detectaron interacciones significativas



entre la frecuencia y la especie (Fig. 2b), lo que contrasta con el patrén claro de
interaccion observado a las 10 horas. El efecto del medio y sus interacciones tampoco
fueron significativos, aunque los errores estandar considerablemente grandes asociados
a estos términos sugieren una estimacion poco precisa de sus efectos. En conjunto,
estos resultados indican que, a las 18 horas, la dindmica del sistema esta menos
determinada por la interaccidn entre frecuencia y especie, y que los efectos de la
seleccion dependiente de la frecuencia observados a tiempos tempranos tienden a
debilitarse o desaparecer con el tiempo bajo estas condiciones experimentales.
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Figura 3. Numero de UFC/mL (media + EE) de cada especie de la comunidad inter-género dada
su frecuencia después de (A) 10 y (B) 18 horas de incubacion. * indican diferencias entre los
valores después de una prueba a posteriori de Tukey-Kramer (P < 0.05).
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Figura 4. Cantidad de UFC/mL predichas por el modelo GLM, por especie, para la comunidad
inter-género a las 10 horas (izquierda) y 18 horas (derecha).

7.2 Inferencias del modelo gLV

7.2.1 Interacciones y parametros

A partir de los datos de UFC/mL a lo largo del tiempo se calcularon las tasas de
crecimiento para las tres especies en cultivo axénico. Se obtuvieron valores de 1.65 +
0.396, 2.33 £ 0.311 y 4.06 = 0.618 (media = EE) para B. pumilus (e2), S. sp. KP5-3 (e3)
y S. luteola (e4), respectivamente. Ademas de la estimacion bajo condiciones axénicas,
se obtuvieron las tasas de crecimiento considerando las combinaciones de las
interacciones y el medio de cultivo (Tabla 2). Para el caso de la comunidad intra-género,
la tasa de crecimiento de e3 en medio LB disminuy6é a comparacién del cultivo axénico
por muy poco, mientras que, en medio minimo su tasa de crecimiento aumentd una
unidad. En cambio, S. luteola (e4) disminuy6 su tasa de crecimiento en ambos tipos de
medio. Considerando a la comunidad inter-género, B. pumilus (e2) tuvo una tasa de
crecimiento mayor cuando se encontr6 en interaccion; mientras que en medio LB la tasa
de crecimiento de S. luteola (e4) disminuy6 independientemente de su frecuencia inicial.
Mientras que en medio minimo, la tasa de crecimiento de ambas bacterias disminuyo.
Ademas, a partir de los bioensayos se estimaron los pardmetros de interaccion
(Tabla 3). Los signos de los parametros indican el tipo de interaccién ecoldgica: si es
positivo la interaccién se considera una cooperacion mientras que signos negativos
indican interaccién antagonista o de competencia. Ademas, el valor absoluto indica qué
tan intensa es la interaccion. La estimacidon de estos parametros también se hizo para
todas las condiciones experimentales. En general, los coeficientes de interaccion
mostraron una fuerte dependencia tanto de la frecuencia relativa como del tipo de medio
en ambas comunidades. En la comunidad intra-género (Tabla 3), predominaron
coeficientes negativos, particularmente en el medio minimo, lo que sugiere interacciones
mayormente competitivas que se intensifican bajo condiciones de limitacion de recursos.
En contraste, en medio LB se observaron algunos coeficientes positivos, especialmente
a frecuencias intermedias, indicando posibles efectos de facilitacion o menor intensidad
competitiva. Ademas, las interacciones intraespecificas (valores en negritas) tendieron a
ser mas negativas o cercanas a cero en comparacion con las interespecificas, lo que
sugiere una fuerte regulacion dependiente de la densidad. Por otro lado, en la comunidad
inter-género (Tabla 4) se observé una mayor variabilidad en el signo y magnitud de los
coeficientes, con transiciones entre interacciones positivas y negativas dependiendo de
la frecuencia y el medio. En particular, en medio minimo emergieron tanto efectos
competitivos como facilitadores, mientras que en medio LB las interacciones fueron
predominantemente negativas. En conjunto, estos resultados indican que la estructura



de interacciones es altamente contextual y depende de la identidad de las especies, la
disponibilidad de recursos y su frecuencia relativa en la comunidad.

Finalmente, se estimaron los puntos de equilibrio y su estabilidad mediante el
calculo de la matriz jacobiana y el método de traza y determinante. Para la comunidad
intra-género, se encontraron tres puntos de equilibrio con interpretacién biolégica: uno
con un equilibrio tipo silla de montar (saddle) y los otros dos con equilibrios estables
(Tabla 5). Las condiciones experimentales en las que se da uno de ellos es en medio LB
cuando la especie S. sp. KP5-3 (e3) comienza como la especie mas comun. Los otros
dos se dan en medio minimo cuando ambas especies inician con frecuencias relativas
diferentes (Tabla 5). Por el contrario, para la comunidad inter-género, ninguno de los
puntos de equilibrio tiene interpretacion biologica, ya que tienen signos negativos (Tabla
6).



Tabla 2. Tasas de crecimiento intrinsecas (r, en unidades de tiempo ~1) promedio estimadas para las diferentes especies bacterianas
bajo diferentes condiciones experimentales.

medio LB medio minimo

frecuencia de e3
Comunidad intra-género

0.1 0.5 0.9 0.1 0.5 0.9
I ] ] ] | | I |
Sporosarcina sp. KP5-3 (e3) 2.078 2.106 2.044 3.11 0.633 0.624
Sporosarcina luteola (e4) 2.359 2.385 2.346 3.06 0.435 0.148

frecuencia de e2
Comunidad inter-género
0.1 0.5 0.9 0.1 0.5 0.9

| | | | | | T 1
Bacillus pumilus (e2) 2.041 1.760 2.001 1.366 1.312 1.294

Sporosarcina luteola (e4) 1.910 2.072 2.262 1.231 1.208 1.101




Tabla 3. Coeficientes de interaccién intra- e inter-especificas para la comunidad intra-género
conformada por S. sp. KP5-3 (e3) y S. luteola (e4) bajo diferentes condiciones experimentales
(frecuencia relativa y tipo de medio). Valores en negrita indican interacciones intraespecificas.

medio LB medio minimo
e3 e4 e3 e4

frecuencia 0.1 de e3

e3 -2.91 x 1010 6.27 x 1012 -4.62 x 10”7 3.13 x 108

ed 6.59 x 10% 1.54 x 10% -3.93 x 10”7 -9.45 x 10”7
frecuencia 0.5 de e3

e3 7.61x102% 6.86 x 102 -3.39 x 108 -9.96 x 10730

ed -1.75 x 1022 5.19 x 103 -2.22 x 108 -6.71 x 107%°
frecuencia 0.9 de e3

e3 1.27 x 10 -3.04 x 1016 -4.58 x 108 7.21 x 108

ed 1.21 x 1018 -3.59 x 1018 -3.23 x 108 -5.80 x 108

Tabla 4. Coeficientes de interaccién intra- e inter-especificas para la comunidad inter-género
conformada por B. pumilus (e2) y S. luteola (e4) bajo diferentes condiciones experimentales
(frecuencia relativa y tipo de medio). Valores en negrita indican interacciones intraespecificas.

medio LB medio minimo
e2 e4 e2 ed

frecuencia 0.1 de e2

e2 3.00 x 103 3.22x102% -2.87 x 10° 5.39 x 1010

e4 -2.07 x 1013 -3.75 x 10°1% 4.27 x 10°° 4.17 x 101!
frecuencia 0.5 de e2

e2 -4.46 x 1013 -2.18 x 10 2.01 x 108 -1.15 x 10°

e4 -5.53 x 10%® -6.32 x 10 -3.22 x 1010 5.31 x 10°
frecuencia 0.9 de e2

e2 242 x 10 -1.18 x 10°%° 6.54 x 107 -1.02 x 10°

ed 7.99 x 101 1.15x 104 3.16 x 108 1.60 x 1010




Tabla 5. Puntos de equilibrio y su estabilidad para la comunidad intra-género conformada por S. sp. KP5-3 (e3) y S. luteola (e4) bajo
diferentes condiciones experimentales (frecuencia relativa y tipo de medio). Valores en negrita muestran puntos de equilibrio con

interpretacion biolégica.

medio LB medio minimo
frecuencia de e3 puntos de equilibrio estabilidad punto de equilibrio estabilidad
(e3, e4) (e3, e4)
0.1 (-5.68 x 10%°, -2.64 x 10%) silla (4556626, 2401318) estable
0.5 (2.24 x 10%2, -2.78 x 10%) silla (-4.22 x 10%°, 1.46 x 10%) silla
0.9 (2.93 x 10%, 1.23 x 10%8) silla (82336422, 24147131) estable

Tabla 6. Puntos de equilibrio y su estabilidad para la comunidad inter-género conformada por B. pumilus (e2) y S. luteola (e4) bajo
diferentes condiciones experimentales (frecuencia relativa y tipo de medio). Aunque se encontraron puntos estables, ninguno de ellos

tiene interpretacion biolégica.

medio LB medio minimo
frecuencia de e2 puntos de equilibrio estabilidad puntos de equilibrio estabilidad
(e2, ed) (e2, ed)
0.1 (9.28 x 102, -5.12 x 10%2) silla (-875403569, -7722464273) silla
05 (-3.14 x 107, 6.42 x 109) silla (126273144, -772252345) estable
0.9 (-6.38 x 10, 9.01 x 10%9) silla (128440134, -8073514) estable




7.2.2. Simulaciones in silico

En general, las abundancias esperadas (UFC/mL) variaron marcadamente en funcion de
la frecuencia relativa, el tipo de medio y la identidad de las especies. En la comunidad
intra-género (Fig. 3A), en medio LB se observa una respuesta opuesta entre especies:
mientras S. sp. KP5-3 (e3) incrementa su abundancia conforme aumenta su frecuencia
inicial, S. luteola (e4) disminuye de manera consistente, lo que sugiere una interaccion
competitiva asimétrica. En contraste, en medio minimo ambas especies presentan
abundancias considerablemente menores y tienden a decrecer con la frecuencia,
indicando un efecto méas fuerte de la limitacion de recursos. Por otro lado, en la
comunidad inter-género (Fig. 3B), en medio LB la especie S. luteola (e4) muestra un
aumento pronunciado en abundancia con la frecuencia, superando ampliamente a B.
pumilus (e2), que sélo incrementa ligeramente, lo que sugiere una ventaja competitiva
de la Sporosarcina en condiciones ricas. Sin embargo, en medio minimo ambas especies
colapsan a valores cercanos a cero independientemente de la frecuencia inicial,
evidenciando que la disponibilidad de recursos restringe severamente el crecimiento. En
conjunto, estos patrones indican que tanto la frecuencia relativa como el ambiente
modulan fuertemente la dinamica poblacional y pueden alterar la dominancia entre
especies.

En particular, las simulaciones del modelo gLV realizadas para la comunidad intra-
género, conformada por las dos especies de Sporosarcina, no necesariamente
corresponden con las observaciones experimentales. En el escenario donde S. sp. KP5-
3 (e3) empieza siendo la mas comun (frecuencia de 0.9) en medio LB, la especie no se
extingue, se mantiene comun. Sucede lo mismo en el caso de la especie S. luteola (e4)
gue cuando comienza siendo comun en medio minimo, se mantuvo como la mas
abundante (Fig. 4). La mayoria de las simulaciones muestran la extincién de una de las
especies, pero hay tres simulaciones en las que se observan condiciones de
coexistencia. Una se aprecia en medio LB cuando S. sp. KP5-3 (e3) comienza con una
frecuencia relativa rara y S. luteola (e4) esta en alta frecuencia. Los otros dos escenarios
de coexistencia se observan en medio minimo cuando ambas especies comienzan en
frecuencias relativas diferentes. Cuando S. sp. KP5-3 (e3) es rara y a las cuatro horas
comienza su crecimiento exponencial que la coloca como la mas comun, sin extinguir a
S. luteola (e4). El ultimo escenario de coexistencia es cuando esta misma especie €3
empieza en una frecuencia de 0.9 y la especie e4 en 0.1, durante las dos primeras horas
se intercambian y después regresan al estado en el que comenzaron (Fig. 4). Por el otro
lado, para las simulaciones de la comunidad inter-género que esta conformada por B.
pumilus (e2) y S. luteola (e4) se observa que, independientemente del medio o la
frecuencia en la que comienzan, la especie B. pumilus (e2) se extingue, a excepcion de
un escenario: cuando B. pumilus (e2) comienza con una frecuencia relativa de 0.1, donde
a las 16 horas tiene un crecimiento exponencial y S. luteola (e4) termina por extinguirse
(Fig. 5). Exceptuando por el ultimo escenario, las simulaciones reprodujeron la tendencia



gue se observo experimentalmente, dado que al final el mayor nimero de colonias que
se encontraba era de la especie S. luteola (e4), mientras que B. pumilus (e2) estaba por
debajo del limite de deteccion (Fig. 5).
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Figura 5. Simulaciones del modelo gLV para la comunidad intra-género conformada por S. sp.
KP5-3 (e3) y S. luteola (e4). Las simulaciones corresponden a medio LB (izquierda) y medio
minimo (derecha) iniciando en frecuencias contrastantes.
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Figura 6. Simulaciones del modelo gLV para la comunidad inter-género conformada por B.
pumilus (e2) y S. luteola (e4). Las simulaciones corresponden a medio LB (izquierda) y medio
minimo (derecha) iniciando en frecuencias contrastantes.



8. Discusion

8.1. Manipulacion de frecuencias in vitro

Los resultados de manipular la frecuencia de cada especie dentro de la comunidad intra-
género son consistentes con un patron de SDF positiva, donde el fithess de Sporosarcina
luteola (e4) es mayor cuando comienza en una frecuencia relativa alta. Es decir, el fithess
de e4 aumenta cuando es la variante comun en la comunidad, lo que sugiere que su
éxito reproductivo incrementa con su frecuencia relativa. Una posible explicacion es que
e4 activa genes ventajosos cuando, mediante Quorum Sensing (QS), percibe la densidad
celular necesaria para comenzar a expresar factores competitivos ventajosos. En
bacterias gram positivas, varias especies de estreptocos, enterococos Yy bacilos controlan
fenotipos a través de moléculas de QS, entre ellos los relacionados con la produccion de
toxinas, enzimas digestivas, factores de virulencia o proteinas para la formacion de
biopeliculas (Cosgriff et al., 2019; Williams, 2025), lo que podria sugerir cooperacion
intraespecifica entre las células de S. luteola. De ser el caso también explicaria el por
gué su fitness es menor cuando comienza en una baja frecuencia, debido a que la sefal
podria estar diluyéndose y no expresa dichos factores (Jung & Meile, 2020). Ademas,
tedricamente ya se ha abordado la idea de que la SDF que actia sobre rasgos
cooperativos suele ser comun en organismos unicelulares asexuales (Ross-Gillespie
et al., 2007b). Otra explicacion plausible es que e4 produce bienes publicos que pueden
ser aprovechados por sus conespecificas. Esto es apoyado por la similitud entre los
géneros Sporosarcina y Bacillus, (debido a que previamente algunas especies de
Sporosarcina habian sido clasificadas dentro del género Bacillus (Yoon et al., 2001)), ya
que si hay reportes de que este género excreta bienes publicos en biopeliculas
(Kalamara et al., 2018; Lyons & Kolter, 2017). Sin embargo, hasta la fecha, adn no se
cuenta con evidencia de la produccion de metabolitos que sean excretados al medio por
el género Sporosarcina. Considerando que un factor para que haya SDF negativa es la
competencia intraespecifica fuerte (Christie & McNickle, 2023), el hecho de que se
observara SDF positiva sugiere que el mecanismo dominante no es la competencia por
recursos, sino la cooperacion.

Dado que el fitness de ambas Sporosarcinas no mostro diferencias significativas
entre tipos de medio, podria proponerse que e3 y e4 pueden compartir metabolitos
liberados al medio mediante cross-feeding, favorecido por su similitud fisiologica,
principalmente en el medio con fuentes de carbono limitadas, ya que anteriormente se
ha reportado que esta interaccion surge en situaciones de estrés (L. Wang et al., 2024).
Aunque la cooperacion suele ser mas frecuente entre individuos altamente
emparentados, como poblaciones clonales, también se ha documentado entre especies
diferentes mediante redes de intercambio metabdlico, especialmente cuando tienen



compatibilidad fisiologica (Pande & Kost, 2017). También podria argumentarse que la
falta de diferencia estadistica significativa del fithess entre tipos de medio se debe a que,
al estar emparentadas, ambas especies son capaces de aprovechar las fuentes de
carbono de ambos medios con la misma eficiencia (Hunting et al., 2015; Roman &
Wagner, 2018).

Por su parte, las bacterias de la comunidad inter-género fueron reportadas
anteriormente como antagonistas, por lo que se esperaba que la competencia entre
ambos géneros fuera intensificada por los recursos disponibles en el medio minimo y por
la presion de la frecuencia, sin embargo, la falta de diferencia en el fithess de las
bacterias (UFC) entre frecuencias sugiere que la interaccion entre B. pumilus (e2) y S.
luteola (e4) es independiente de la frecuencia, por lo que el resultado de su interaccion
podria ser regulada por caracteristicas intrinsecas a cada célula, como su capacidad
para captar recursos; modificar el ambiente a su favor (como la capacidad ya conocida
del género Bacillus para modificar el pH de su ambiente); o de la capacidad de e2 para
compensar el antagonismo de e4, debido a que la especie B. subtillis posee mecanismos
complementarios para resistir la intoxicaciéon de antimicrobianos producidos por otras
bacterias gram positivas (Peterson et al., 2020; Ratzke & Gore, 2018; J. Wang et al.,
2025). Respecto a su interaccion antagonista, se reportd la capacidad de tres especies
del género Sporosarcina para inhibir a bacterias patégenas como Serratia marcescens
(Priyodip & Balaji, 2019), sin embargo, hasta la fecha no se ha descrito el mecanismo
antagonista del género; pero, dado que al final del experimento (18 horas) todavia se
encontraron UFC/mL de ambas especies, esto podria indicar que al estar inoculadas en
medio liquido la concentracion del compuesto inhibitorio de e4 se diluyd, ya que (Chao
& Levin, 1981) demostraron que en cultivos liquidos bien agitados la produccion de
péptidos antimicrobianos es menos efectiva debido a su distribucién. O bien, existe la
posibilidad de que el antagonismo sea contexto dependiente y no se haya expresado ,0
al menos no plenamente, en las condiciones experimentales (Podnar et al., 2022).

Respecto a la falta de diferencia entre el fithess independientemente del medio de
cultivo, podria ser que ambas especies tengan eficiencias metabdlicas similares para las
fuentes de carbono de ambos tipos de medio, que se refleja en las tasas de crecimiento
intrinsecas (r) tanto de e2 como de e4, las cuales son semejantes y consistentes entre
los tratamientos, por lo que pareciera que ninguna tiene una ventaja por crecimiento. En
ese caso, cambiar el tipo de medio no generaria asimetrias en el fitness,
independientemente del mecanismo de competencia, respaldado por un reporte previo
de (Yang et al., 2019), donde se observo en Bacillus amyloliqguefaciens que el tipo de
fuente de carbono afecta la biomasa total pero no necesariamente se refleja en el fitness.



8.2. Manipulacién de las frecuencias in silico

De forma general, parece que el modelo Lotka-Volterra generalizado logré capturar
adecuadamente la direccion y la magnitud de la mayoria de las interacciones entre las
especies de ambas comunidades, considerando que refleja la exclusion de e4 hacia e2
y la coexistencia de e3 y e4. Respecto a esta Ultima, todos los puntos de equilibrio que
se encontraron fueron en esta comunidad, probablemente porque los coeficientes de
interaccidn intraespecificos si tienen un signo negativo que regula mejor el crecimiento
de cada especie, por lo que la dinAmica que modelan es mas realista. Los puntos de
equilibrio estables que se encontraron pueden atribuirse a los signos de los coeficientes
de interaccion en las condiciones del medio minimo, los cuales reflejan que la interaccion
intraespecifica negativa es mayor a la interaccién entre especies, que biolégicamente
sugeriria que cada especie de Sporosarcina compite mas con sus conespecificas por los
mismos recursos. Mientras que la comunidad inter-género tuvo Unicamente puntos de
equilibrio con componentes negativos, sin interpretacion biologica (Hong & Pego, 2021),
probablemente por la asimetria de la interaccion, donde la competencia inter-especifica
de e4 sobre e2 supera a la competencia intra-especifica de B. pumilus.

A pesar de que las simulaciones lograron reproducir un patrén general de
competencia en ambas comunidades, los resultados que muestran difieren de los
experimentales, debido a que la mayoria muestra exclusion competitiva en la mayoria de
los escenarios, mientras que experimentalmente si se encontraron UFC/mL de ambas
especies. Lo anterior podria atribuirse a la naturaleza misma del modelo, como que los
parametros son constantes a lo largo del tiempo y las interacciones son lineales (Joseph
etal.,, 2020), ademas de las limitaciones del método utilizado para estimar los
parametros, ya que el método puede conducir a estimaciones sesgadas (Dunsmuir & He,
2016). Lo anterior corresponde a una de las limitaciones de esta tesis, debido a que las
penalizaciones tipo lasso para series temporales que se utilizaron para estimar los
parametros no suelen considerar la correlacion temporal de los datos (Song & Bickel,
2011). Ademas de que la regresion tipo ridge introduce una regularizacion que reduce la
varianza a costa de introducir sesgo, lo que puede desplazar ligeramente la posicion del
equilibrio respecto al comportamiento real del sistema (Hastie, 2020).

En relacion a lo anterior, el método utilizado para estimar el fithess de las especies
fue conteo de colonias en placa y después se estimaron las UFC/mL como un proxy del
fitness, en el cual se asume que cada colonia observable en la placa proviene de una
célula viable capaz de replicarse. Este método en si mismo tiene limitaciones intrinsecas,
como el error asociado al muestreo y la preparacion de las diluciones seriadas, ademas
de la naturaleza estocastica del proceso de muestreo (Martini et al., 2024; Worthan et al.,
2023b). Otra limitacion es que el haber evaluado Unicamente interacciones por pares
disminuye la validez externa de las predicciones generadas a partir de las observaciones
in vitro, ya que podrian cambiar en condiciones naturales (Ishizawa et al., 2024).



También es importante considerar el numero reducido de réplicas biolégicas para los
tratamientos, ya que la variabilidad inherente al conteo de UFC/mL incrementd la
varianza entre réplicas, que a su vez se refleja en las barras de error tan amplias y pudo
disminuir el poder estadistico.

9. Conclusiones y perspectivas

Los resultados sugieren que la dinamica competitiva entre especies bacterianas
del mismo género puede diferir de manera sustancial segun la identidad de los
competidores y los recursos disponibles. La SDF positiva observada en una de las
comunidades sugiere que ciertas especies dependen de mecanismos dependientes de
la frecuencia relativa (como el Quorum Sensing) para expresar su ventaja competitiva,
mientras que la ausencia de este efecto en la comunidad inter-género puede indicar que
el potencial inhibitorio no es suficiente para generar diferencias en el fithess bajo las
condiciones evaluadas en esta tesis. En conjunto, estos descubrimientos apuntan a que
la estructura de la competencia bacteriana depende fuertemente del contexto, lo que a
su vez tiene implicaciones importantes para comprender la estabilidad de las
comunidades microbianas en ambientes naturales y la diversidad de las mismas. Como
perspectivas, se plantea reforzar la comprension de las interacciones por pares de las
especies de la comunidad sintética, utilizando medios mas parecidos a su ambiente
natural y con frecuencias relativas diferentes a las evaluadas en esta tesis, con
proporciones 0.2 : 0.8 o 0.3 : 0.7, por ejemplo. Ademas, extender el numero de
generaciones evaluadas en el experimento podria sumar a la comprensiéon de la
dindmica de cada comunidad a lo largo del tiempo y determinar si se llega a la extincion,
tal como sugieren los modelos.
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Anexo 1.

Tabla S1. Resultados del modelo lineal generalizado para la comunidad intra-género conformada
por S. sp. KP5-3 (e3) y S. luteola (e4) después de 10 horas de incubacion. Valores en negritas
indican significancia estadistica.

estimador error std. t P
Intercepto 21.92 0.38 58.07 2.50 x 10?%/
frecuencia 0.5 -0.41 0.59 -0.68 0.5033
frecuencia 0.9 1.21 0.43 2.80 0.0099
especie e4 1.25 0.43 2.93 0.0074
medio minimo (mm) -6.10 7.97 -0.77 0.4515
frecuencia 0.5 x especie e4 -1.54 0.83 -1.87 0.0743
frecuencia 0.9 x especie e4 -4.25 1.04 -4.09 0.0004
frecuencia 0.5 x mm 4.31 8.06 0.54 0.5976
frecuencia 0.9 x mm 1.71 8.18 0.21 0.8357
especie e4 x mm -3.86 30.30 -0.13 0.8998
frecuencia 0.5 x especie e4 x mm 0.63 31.03 0.02 0.9839
frecuencia 0.9 x especie e4 x mm 4.48 30.97 0.15 0.8862

Tabla S2. Resultados del modelo lineal generalizado para la comunidad intra-género conformada
por S. sp. KP5-3 (e3) y S. luteola (e4) después de 18 horas de incubacién. Valores en negritas
indican significancia estadistica.

estimador error std. t P
Intercepto 42.25 0.35 119.62 7.84 x 10
frecuencia 0.5 0.74 0.43 1.72 0.0982
frecuencia 0.9 0.91 0.42 2.18 0.0395
especie e4 1.97 0.38 5.23 2.32x10°
medio minimo (mm) -0.63 0.59 -1.05 0.3056
frecuencia 0.5 x especie e4 -1.57 0.49 -3.19 0.0039
frecuencia 0.9 x especie e4 -2.33 0.51 -4.53 0.0001
frecuencia 0.5 x mm -34.66 1.12 x 10" -3.09 x 10° 0.9999
frecuencia 0.9 x mm -35.44 1.52 x 10" -2.33 x 10° 0.9999
especie e4 x mm -0.89 0.67 -1.32 0.2006
frecuencia 0.5 x especie e4 x mm -1.57 3.32x 10" -4.71x 108 1.0000

frecuencia 0.9 x especie e4 x mm -0.64 4,18 x 10"  -1.52 x 108 1.0000




Tabla S3. Resultados del modelo lineal generalizado para la comunidad inter-género conformada
por B. pumilus (e2) y S. luteola (e4) después de 10 horas de incubacion. Valores en negritas

indican significancia estadistica.

| estimador error std. t P
Intercepto 19.38 0.27 71.68 1.65 x 10%°
frecuencia 0.5 0.84 0.32 2.59 0.0157
frecuencia 0.9 1.16 0.31 3.75 0.0009
especie e4 1.15 0.31 3.71 0.0011
medio minimo (mm) -7.07 9.26 -0.76 0.4526
frecuencia 0.5 x especie e4 -1.61 0.42 -3.82 0.0008
frecuencia 0.9 x especie e4 -3.99 0.72 -5.58 9.72 x 10°®
frecuencia 0.5 x mm 0.08 10.96 0.01 0.9946
frecuencia 0.9 x mm 0.16 10.42 0.01 0.9878
especie e4 x mm -0.74 11.96 -0.06 0.9509
frecuencia 0.5 x especie e4 x mm 0.98 14.85 0.07 0.9479
frecuencia 0.9 x especie e4 x mm 1.99 16.75 0.12 0.9066

Tabla S4. Resultados del modelo lineal generalizado para la comunidad inter-género conformada
por B. pumilus (e2) y S. luteola (e4) después de 18 horas de incubacién. Valores en negritas

indican significancia estadistica.

estimador error std. t P
Intercepto 35.19 1.16 30.26 1.26 x 100
frecuencia 0.5 -1.79 3.08 -0.58 0.5658
frecuencia 0.9 2.54 1.21 2.10 0.0462
especie e4 -0.33 1.79 -0.18 0.8577
medio minimo (mm) -12.65 647.97 -0.02 0.9846
frecuencia 0.5 x especie e4 0.61 4.18 0.15 0.8845
frecuencia 0.9 x especie e4 2.20 1.83 1.20 0.2409
frecuencia 0.5 x mm -27.70 1.32 x 10° -2.10 x 108 1.0000
frecuencia 0.9 x mm -2.54 916.36 -0.03 0.9978
especie e4 x mm 4.79 651.68 0.07 0.9942
frecuencia 0.5 x especie e4 x mm 28.89 1.32 x 10° 2.2x10% 1.0000
frecuencia 0.9 x especie e4 x mm -2.46 922.40 -0.03 0.9979
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