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Ahora sé6lo media diez pulgadas y
su cara se iluminé al pensar que
ya tenia la medida apropiada
para pasar por la puertecita y
entrar en el precioso jardin.

Lewis Carroll (1865)
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Resumen

Diversas investigaciones han mostrado que cultivos microbianos provenientes de
una cepa pura pueden dar paso gradualmente a la emergencia y mantencién de
diversidad genética en condiciones de privacion de recursos. En fase estacionaria de
largo plazo, en Escherichia coli, se ha observado que aquellas mutantes con mayor
adecuacion bioldgica son capaces de invadir el sistema (seleccion periddica), lo cual
posteriormente da paso a una fase de coexistencia y como consecuencia la biodiversidad

se ve incrementada.

En este trabajo se postula que el mecanismo responsable de ambas dinamicas,
seleccion periddica y coexistencia, es el cross-feeding, en otras palabras la existencia de
acoplamientos entre los requerimientos de nutrientes por parte de las mutantes, tal que

los productos de excrecién de un genotipo son los recursos de otro.

El objetivo de esta tesis fue estudiar el rol de este mecanismo en las dindmicas de
diversidad observadas en fase estacionaria de largo plazo, a través de la generacién de
un modelo de simulacién matematico. En el modelo propuesto, las mutaciones le
confieren a los individuos la capacidad de metabolizar y excretar distintos metabolitos,
donde la supervivencia y la reproduccién son dependientes de los recursos requeridos

por cada genotipo.

Nuestros resultados muestran que bajo condiciones limitadas de nutrientes, en
ausencia de cross-feeding, la poblacion muere rapidamente. Sin embargo, la presencia de
cross-feeding produjo dindmicas de diversidad similares a las descritas en cultivos de
largo plazo (seleccidon periddica y coexistencia). Estos resultados indican que este
mecanismo podria ser fundamental en la persistencia de las poblaciones por largos
periodos de tiempo y que jugaria un rol importante en la emergencia y mantencion de

diversidad en ecosistemas microbianos.
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Summary

Cross-feeding and diversity dynamics of long-term microbial cultures: A

mathematical approach

Several studies have shown that microbial cultures from a pure strain may
gradually lead to the emergence and maintenance of genetic diversity in deprivation of
resources. Long-term stationary phase cultures of Escherichia coli have shown that these
mutants with higher fitness are able to invade the system (periodic selection), but then

these mutants do not exclude each other and as a result biodiversity increases.

This work argues that the mechanism responsible for both dynamics, periodic
selection and coexistence, is cross-feeding; in other words the existence of links between
nutrient requirements by the mutants, in such a way that excretory products of one

genotype are the resources of another.

The aim of this thesis was to study the role of this mechanism in diversity
dynamics observed in long-term stationary phase, through the generation of a
mathematical simulation model. In this model, mutations grant individuals the ability to
metabolize and excrete different metabolites, where survival and reproduction are

dependent on the resources required by each genotype.

Our results show that under limited concentrations of nutrients and without
recycling of metabolites, the population quickly dies. However, the presence of cross-
feeding produced diversity dynamics similar to those observed in long-term batch
cultures (periodic selection and coexistence). These results indicate that the proposed
mechanism could be fundamental to the persistence of populations for long periods of
time and would play an important role in the emergence and maintenance of diversity in

microbial ecosystems.
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1 Introduccién

1.1 Aspectos Ecoldgicos

En ecologia aun no existe una teoria general respecto a la generacion y mantencion
de diversidad en ecosistemas, a pesar de las constantes investigaciones realizadas en esta
direccién (Hubbell, 1997; Huisman et al., 2001; Allen et al., 2002; Brown et al., 2004).
Uno de los problemas que surge en su estudio y por lo tanto una dificultad para lograr
una teoria general, es el uso de sistemas ecoldgicos complejos (Volkov et al., 2007). En
este contexto, las bacterias se presentan como un modelo de estudio simple debido a su
facil propagacién, grandes tamafios poblacionales y cortos tiempos generacionales
(Dykhuizen, 1990), permitiendo observar en tiempo real dindmicas ecoldgicas y

cambios evolutivos.

Se ha descrito que cultivos microbianos provenientes de cepas puras pueden dar
paso gradualmente a la emergencia de diversidad por medio de polimorfismos genéticos,
generados a partir de mutaciones, incluso en ausencia de heterogeneidad ambiental
(Zambrano et al., 1993; Rosenzweig et al., 1994; Riley et al., 2001; Maharjan et al.,
2006). En estos analisis, se ha observado que aquellas mutantes con mayor adecuacion
bioldgica o fitness son capaces de predominar el sistema, fendmeno conocido como
seleccién periddica (Atwood et al., 1951) y el cual ha sido estudiado en diferentes
formas de cultivos, como quimiostato y transferencia en serie (Helling et al., 1987;
Lenski y Travisano, 1994). No obstante, estos sistemas no representan de manera
adecuada el estrés asociado a bajas concentraciones de recursos ni el nivel de
competencia real de ecosistemas microbianos naturales (Morita, 1988; Zinser y Kolter,
2004; Finkel, 2006).

Experimentos en cultivos de Escherichia coli de largo plazo, donde no se afiaden
nutrientes luego de la condicidn inicial, ni se extrae ninguno de los metabolitos producto
de la actividad metabdlica, permiten comprender como evoluciona el sistema bajo

condiciones de estrés similares a las que encuentran estos organismos en condiciones
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naturales (Zambrano et al., 1993; Finkel y Kolter, 1999; Zinser y Kolter, 1999, 2004).
Estos trabajos muestran que después del tercer dia de cultivo, la poblacion pierde
aproximadamente el 99% de la viabilidad celular (fase de muerte). Sin embargo, los
individuos que son capaces de sobrevivir entran en una fase estacionaria de largo plazo,
donde la poblacién se mantiene constante a una densidad de 10° UFC/ml por al menos
un afio (Finkel y Kolter, 1999).

Durante los primeros meses de cultivo es posible observar una fase de seleccion
periodica (Fig. 1a), pero a partir del quinto mes las distintas mutantes coexisten y como
consecuencia la biodiversidad se ve incrementada (Fig. 1b) (Finkel y Kolter, 1999).
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Figura 1: Dindmica poblacional de cultivos en fase estacionaria de largo plazo.

(&) Esquema representativo que describe como aquellas mutantes con mayor
adecuacion bioldgica son capaces de invadir el sistema durante los primeros meses de
incubacion (Finkel, 2006). Cada color representa una mutante distinta con fenotipo
aventajado. La linea negra indica la densidad poblacional total. (b) Composicion de la
poblacién analizada a partir del quinto mes de incubacion. Los colores indican los

diferentes morfotipos de las colonias. (Keymer et al., 2008; modificado de Finkel y
Kolter, 1999).



1.2 Mecanismos asociados a dinamicas de diversidad en poblaciones

bacterianas

Se han propuesto diversos mecanismos capaces de explicar las fases de diversidad
presentes en poblaciones bacterianas cultivadas en medios homogéneos. Sin embargo,
estas investigaciones describen de manera independiente las dindmicas observadas

(seleccion periddica y coexistencia).

Entre estos mecanismos, los asociados a seleccion periodica son principalmente la
exclusion competitiva y la emergencia de fenotipos aventajados, mientras que los
relacionados a coexistencia son la compensacion demografica, la seleccién dependiente

de frecuencia y la alimentacion cruzada o ‘cross-feeding’.

1.2.1 Exclusion competitiva

Bajo este principio, dos poblaciones (en este contexto, dos genotipos bacterianos)
no pueden coexistir de manera estable frente a una limitacidn Unica de recurso si ambas
ocupan el mismo nicho ecoldgico (rol que cumple cada genotipo dentro de la poblacion),
si comparten un espacio geografico y si una de las poblaciones crece mas rapido que la

otra, aunque esta diferencia sea muy pequefia (Gause, 1934; Hardin, 1960).

1.2.2 Fenotipos aventajados

Segun este mecanismo, aquellas mutantes con ventajas competitivas serian
capaces de predominar o invadir el sistema a través de un fenotipo aventajado (Atwood
et al., 1951; Dykhuizen, 1990). Estudios en fase estacionaria de largo plazo han
identificado algunas de estas mutaciones involucradas, una de ellas se encontré en el gen
rpoS, donde una duplicacion de 46 pb genera la disminucién en la actividad de o°, factor
sigma alternativo especifico de la fase estacionaria (Zambrano et al., 1993). Otra de las

mutaciones se identifico en el gen Irp, donde una delecién de 3 pb genera pérdida en la



actividad del factor transcripcional Lrp, el cual participa en la regulacion de varios genes
involucrados en el metabolismo y transporte de aminoacidos (Zinser y Kolter, 1999,
2000, 2004). La ultima de las mutaciones descritas se encontré en el operén ybel-
gltJKL, donde una insercion seguida de una inversion del elemento mavil IS5, rio arriba
del operdn, genera la activacion del gen gltJ, el cual codifica para un transportador tipo
ABC de aspartato y glutamato (Zinser y Kolter, 1999, 2004).

Aunque cada uno de estos genes se encuentra involucrado en diferentes procesos,
los efectos de estas mutaciones se ven reflejados en el aumento de la eficiencia para
utilizar uno o méas aminoacidos como fuente de carbono, lo que le confiere a los
individuos dicha ventaja adaptativa, ain cuando no se conoce completamente la

participacion directa de estos cambios genotipicos (Zinser y Kolter, 1999, 2000, 2004).

Tanto exclusién competitiva como la presencia de fenotipos aventajados son
mecanismos que podrian estar complementados y de manera conjunta explicar la

predominancia en el tiempo de aquellas mutantes con mayor adecuacién bioldgica.

Por otro lado, los mecanismos asociados a coexistencia son los siguientes:

1.2.3 Compensacion demogréafica

Se puede explicar la coexistencia de distintos genotipos si se producen diferencias
en las tasas de crecimiento maxima (Vmax) Y en la afinidad por el sustrato (1/Ks) segin el
crecimiento poblacional descrito por Monod (Ecuacién 1; Monod, 1949), ecuacion
anéaloga a la cinética de Michaelis-Menten. De esta forma, algunas mutantes se verian
favorecidas en presencia de bajas concentraciones de recurso (alta afinidad), mientras
gue otras estarian aventajadas a altas concentraciones de sustratos (Vmax mayor) (Turner
etal., 1996; Rozen y Lenski, 2000).
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En la ecuacion 1, N corresponde a la densidad celular, S a la concentracion del
recurso y Ks a la concentracion de recurso requerida para llevar el crecimiento

poblacional a la mitad de su valor maximo.

1.2.4 Seleccion dependiente de frecuencia

Bajo este mecanismo, la abundancia de los genotipos es determinante de sus
adecuaciones bioldgicas, lo que genera una ventaja en aquellos que se encuentran en
baja densidad (el recurso disponible es mayor) y una desventaja cuando son comunes en
la poblacion (los nutrientes son escasos y por lo tanto la competencia aumenta) (Turner
et al., 1996; Rozen y Lenski, 2000).

1.2.5 Cross-feeding

Cross-feeding o alimentacion cruzada se define como la capacidad de un genotipo
para consumir metabolitos excretados por otros genotipos (Helling et al., 1987) y se
considera un mecanismo facilitador de la coexistencia debido a las diferencias existentes

en los tipos de recursos requeridos por los individuos.

Helling y sus colaboradores (1987) identificaron tres genotipos de Escherichia coli
coexistentes (CV101, CV103 y CV116), después de 773 generaciones en quimiostatos
bajo limitacion de glucosa. Dichas mutantes presentaban diferencias en la morfologia de
sus colonias, presencia de plasmidios, tasas de crecimiento y cinéticas de consumo de
glucosa. Posteriormente, se identifico por espectroscopia de resonancia magnética
nuclear la presencia al menos 33 intermediarios metabolicos de la glicolisis y el ciclo de

Krebs en cultivos de dichas mutantes (Rosenzweig et al., 1994).
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Figura 2: Metabolismo de glucosa, acetato y glicerol. Posibles sitios en los cuales
glicerol y acetato pueden ser integrados en el sistema de fosfotrasferasa de azlcares en
Escherichia coli. En rojo se destacan las proteinas que estarian involucradas en el
mecanismo de cross-feeding. (Rosenzweig et al., 1994). GK corresponde a Glicerol
kinasa y ACS a Acetil-CoA sintetasa.

El genotipo CV101 presentd una sobreexpresion constitutiva de la enzima acetil-
CoA sintetasa (ACS) y un crecimiento considerable de la poblacion si se le suministraba
acetato al medio. Esto, junto con una alta excrecion de acetato por parte de CV103,
permitieron inferir la capacidad de CVV101 para consumir acetato excretado por CV103,
existiendo un equilibrio de denso-dependencia entre el genotipo productor y el
consumidor. No obstante, se observé una habilidad atenuada de CV101 para consumir

glicerol, en relacidn a las otras dos mutantes (Rosenzweig et al., 1994).

Por otro lado, el genotipo CV116 expreso bajos niveles de ACS en condiciones de
limitacién de nutrientes, lo que indicé un consumo disminuido de acetato. Sin embargo,
este genotipo presentd una mayor capacidad para metabolizar glicerol, lo que se asoci6 a
diferencias en la regulacién de las enzimas involucradas en su transporte y catabolismo
(Fig. 2), las cuales son codificadas por genes presentes en el regulon glicerol
(Rosenzweig et al., 1994).



No sélo se han publicado trabajos experimentales en esta direccion, sino que
también varios modelos tedricos han sido de gran importancia para entender el rol del
cross-feeding en estos procesos evolutivos (Porcher et al., 2001; Doebeli, 2002; Krone y
Guan, 2006; Bull y Harcombe, 2009).

Dentro de los mecanismos planteados para comprender la fase de coexistencia, es
necesario tener en cuenta que éstos podrian actuar de manera conjunta, puesto que los

sistemas son altamente complejos y por lo tanto existen diversos tipos de interacciones.

No obstante, tanto las aproximaciones experimentales como tedricas explican
exclusivamente la mantencién de diversidad y no consideran la transicion entre una fase
de seleccion periodica y una de coexistencia. Bajo este escenario, el mecanismo de
cross-feeding podria explicar dicha transicion, puesto que en ausencia de un suministro
constante de recursos, los metabolitos generados son consumidos y nuevamente
transformados en otros metabolitos, generando una ventaja en ciertos genotipos cuando
la concentracion de éstos es alta (seleccién periédica). Sin embargo, este proceso puede
dar paso a la generacion de ciclos, lo que implicaria la constante generacién de un grupo
especifico de metabolitos y como consecuencia la coexistencia de los genotipos capaces

de consumir aquellos generados por estos ciclos (Fig. 3).
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Figura 3. Hipotética transicion entre seleccion periddica y coexistencia. Diagrama
representativo de la transicion entre distintas fases de diversidad en presencia de cross-
feeding. Cada letra representa un metabolito, cada @ representa un genotipo.



HIPOTESIS

Cross-feeding es uno de los principales mecanismos responsables de las dinamicas
de diversidad observadas en fase estacionaria de largo plazo en Escherichia coli
sometidas a privacién de nutrientes y da cuenta de la transicion entre un régimen de

seleccién periddica y uno de coexistencia.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del cross-feeding en la emergencia y mantencion de seleccion
periodica y coexistencia de distintos genotipos en poblaciones de Escherichia coli,

mediante el uso de herramientas matematicas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.  Generar un modelo matematico capaz de simular poblaciones bacterianas bajo el

mecanismo de cross-feeding.

2. Determinar la presencia de seleccién periddica, coexistencia y la transicidn entre

ambas fases en las poblaciones generadas.

3. Evaluar la sensibilidad del modelo.



2 Métodos

2.1 El modelo

El modelo propuesto corresponde a una simulacion basada en agentes, en otras
palabras un tipo de modelo computacional que permite simular el comportamiento de
individuos auténomos (en este caso bacterias) dentro de un entorno, y de esta forma

evaluar los efectos generados en el sistema.
Se planted el siguiente conjunto de reglas que permiten la evolucién del modelo:

e Atiempo 0 se comienza con unos pocos individuos (cinco) que poseen un mMismo
genotipo y que consumen de un Unico recurso o, cuya cantidad inicial esta dada

por .

e Por cada unidad de tiempo, las bacterias pueden sobrevivir y reproducirse en base
a probabilidades que dependen de la abundancia relativa del recurso R; que
consume cada individuo (Ri = wi/oy). Para establecer estas probabilidades se
utilizé como referencia la tasa de crecimiento descrita por Monod (Monod, 1949;
Shehata y Marr, 1971) vy la teoria de asignacion de recursos, en la cual se postula
que bajo limitaciones de nutrientes las células utilizan la energia principalmente
para mantener su metabolismo interno, mientras que a altas concentraciones, éstos
son utilizados para el proceso de reproduccion (division celular) (Kirkwood, 1977;
Nystrm, 2004).

A partir de estos antecedentes, se definid P; como la probabilidad de supervivencia
(Ecuacién 2, Fig. 4) y Pr como la probabilidad de reproduccion (Ecuacion 3),
donde ambas dependen de R;, siendo « una constante que da cuenta del valor de R;

necesario para alcanzar una probabilidad igual al 50%.

o Al dividirse, cada célula consume una unidad de recurso ; y excreta una unidad

de metabolito wj. Si la célula no se reproduce, consume 0,0125 unidades de w; para
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Figura 4. Probabilidad de supervivencia en funcién del recurso R;.
La constante ¢, da cuenta del valor de R; necesario para alcanzar una Ps = 0,5.

mantener su metabolismo interno y excreta 0,0125 unidades de ;. La relacion
entre la energia utilizada para la reproduccién y el mantenimiento interno fueron
obtenidas de Pirt, 1965; Russell y Cook, 1995.

Si la bacteria entra en fase de replicacién, puede mutar con una probabilidad P,
dando paso a un nuevo genotipo que es capaz de consumir y excretar distintos
metabolitos escogidos aleatoriamente dentro del conjunto de metabolitos n, siendo
n = {w1, wy ..., ®x}. COmo consecuencia, se puede generar un maximo de n(n-1)
genotipos diferentes si consideramos que ninguna célula puede consumir la misma
molécula que excreta y que cada uno es capaz de metabolizar y secretar sélo una

de las moléculas.
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Resumiendo, segun estas reglas el sistema comienza con un conjunto de
individuos isogénicos, que con el paso del tiempo pueden dar origen a nuevos genotipos,
caracterizados por los metabolitos que pueden consumir w; y excretar ;. Junto con esto,
los pardmetros del modelo son: el conjunto de metabolitos posibles n, las constantes a3 y
oo de Ps y P, respectivamente, la probabilidad de mutar Py, la abundancia total de

metabolitos oy y el nimero de iteraciones por cada simulacién.

La Figura 5 contiene esquemas representativos de como evoluciona el sistema. La
Fig. 5a posee el algoritmo del modelo, con las reglas y probabilidades necesarias para el
paso de t a t+1, identificandose los tres procesos mas importantes: supervivencia,
reproduccion y mutacion. La Fig. 5b ejemplifica una ciclo generado a partir del reciclaje
de metabolitos (cross-feeding). Finalmente, el esquema de la Fig. 5¢ representa como el
algoritmo es implementado computacionalmente, donde la primera matriz corresponde a
una matriz que es recibida al comienzo de cada iteracion. Las filas indican los tipos de
metabolitos que es capaz de utilizar cada genotipo y las columnas aquellos que son
excretados. Los valores de cada casilla corresponden a las abundancias de los distintos
genotipos, de acuerdo a @; y ;. El vector “metabolitos” contiene sus abundancias, las
cuales permiten estimar las probabilidades Ps y P, para cada par ‘i j’. Las flechas rojas
en la matriz final de individuos son representativas de posibles genotipos que pueden

generarse en el proceso de duplicacion, considerando la probabilidad de mutacion P,

Puesto que los sistemas biologicos son altamente complejos, fue necesario realizar
algunos supuestos y establecer ciertas restricciones para poder disponer de un modelo
simple, pero que a su vez fuese capaz de rescatar los aspectos mas sensibles del

fendmeno en estudio. Los supuestos considerados en la construccion del modelo son:

e El evento de replicacién es dependiente de la concentracion de nutrientes. No son
consideradas variaciones en el pH, temperatura ni la toxicidad generada a partir de

los desechos metabdlicos.
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(c) Evolucién del sistema de acuerdo al algoritmo computacional.

Figura 5: Diagramas representativos de la evolucion del sistema. ®@;; representa un
genotipo que consume iy excreta j. w; representa a un metabolito i, Ps es la probabilidad
de supervivencia, P, la probabilidad de reproduccién, Py, la probabilidad de mutacion y
& el proceso de muerte celular. (a) Algoritmo que resume los posibles procesos que
ocurren durante cada iteracion. (b) Reciclaje de nutrientes en presencia del mecanismo
de cross-feeding. (c) Implementacién computacional del modelo. Las matrices dan
cuenta de los cambios en las abundancias de los distintos genotipos ®;; luego de ser
sometidas a las probabilidades Ps, Py y Pn.
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e La tasa de mutacion es constante. Si se considera que el tamafio del genoma de
Escherichia coli es de ~ 4,6 10° pb y en fase estacionaria de largo plazo se ha
inferido una frecuencia de mutacion de 1 por cada 600 pb por genoma, entonces
debiera observarse una mutacion por cada 10000 células (Finkel y Kolter, 1999).
Sin embargo, en el modelo se utilizaron tasas de mutaciones mayores a este valor,

con el fin de alcanzar la evolucion del sistema en un rango de tiempo menor.

e La energia disponible en el sistema es constante. Si bien s6lo hay suministro de
nutrientes a t = 0, las células excretan las mismas unidades de metabolitos que

consumen.

¢ No existe una limitacion espacial (modelo de campo medio).

2.2 Analisis de diversidad

Para determinar la diversidad del sistema se calcul6 el indice de uniformidad o
evenness E propuesto por Pielou, el cual cuantifica qué tan equitativa es la asignacion de
biomasa entre los distintos genotipos (Ecuacién 4, Pielou, 1966). El indice varia entre 0
y 1, donde valores cercanos a 1 representan una alta homogeneidad en las abundancias,

mientras que valores proximos a 0 dan cuenta de la dominancia de algunos genotipos.

En las siguientes ecuaciones, H es el indice de diversidad de Shannon - Weaver
(Ecuacion 5, Shannon y Weaver, 1963) y Hnax corresponde al valor de H cuando el
sistema es totalmente homogéneo (Ecuacion 6). En ambos casos p; es la abundancia

relativa del genotipo i y g es el nimero total de genotipos presentes en el sistema.

H

E =
IITHH.T’

4)
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H=-Y plop ©)
i=1

Hopar = — i E In i =Ing (6)
' -9 9 ’

2.3 Analisis de coexistencia y probabilidad de extincion

En primera instancia, se realizé una blsqueda exploratoria de aquellos parametros
gue permitian un bajo porcentaje de extincion al término de 1000 iteraciones. Se
comenzo fijando el conjunto de metabolitos en n = 5 y variando los otros parametros de
forma aleatoria. De este analisis se observo que para Py = 0,02, o = 1500, a; = 0,1y
az = 0,15 el porcentaje de extincidn era de un 25% (1000 simulaciones) y ademas las
poblaciones presentaban ambas fases de diversidad: seleccién periodica y posterior

coexistencia.

A partir de estos antecedentes, se escogieron tres probabilidades de mutacién
(Pm =0,01; 0,02; 0,03) y tres conjuntos de metabolitos distintos (n = 5,6,7), dejando fija

la abundancia total de metabolitos (e = 1500) y el nimero de iteraciones (1000).

Para evaluar la sensibilidad del modelo a variaciones en las probabilidades de
supervivencia y reproduccion, se estudio el rango de valores de a; en los cuales habia un
cambio considerable en el porcentaje de extincion, dejando fijo el valor de a; en 0,15.
Posteriormente se fijo a; en aquel valor que daba cuenta de una extincion entre el 20% y

40% para P, = 0,02 (presencia de seleccion periddica y coexistencia).

El andlisis se realizd de esta forma, puesto que realizar 1000 simulaciones para
todas las posibles combinaciones de los parametros es altamente costoso en tiempo
computacional. Junto con esto, evaluar un ndmero inferior de simulaciones no seria

considerado como una muestra estadisticamente significativa, debido a los procesos
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aleatorios involucrados.

Luego de realizar 1000 simulaciones para los diferentes conjuntos de parametros,
se estim6 el porcentaje de extincion como el porcentaje de poblaciones que no presentan
individuos vivos al término de 1000 iteraciones. Para el andlisis de coexistencia se
calcul6 el tiempo promedio al cual se alcanza el valor méximo de genotipos (dado por

n(n-1)), incluyendo las respectivas barras de error estandar.

A continuacion se muestra un esquema que resume los pasos involucrados en el
analisis de sensibilidad del modelo:

Busqueda exploratoria Bajo porcentaje Escoger Evaluar
de parametros de extincion parametros sensibilidad

* Los parametros son: el conjunto de metabolitos posibles n, las constantes a3 y a;
de Ps y P, respectivamente, la probabilidad de mutacién P, la abundancia total de

metabolitos oy y el nimero de iteraciones por cada simulacién.

2.4 Ejecucion del modelo

El modelo fue programado en el lenguaje estadistico R y las simulaciones fueron

realizadas en los computadores disponibles en el laboratorio de Ecologia de la PUC.
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3 Resultados

3.1 Objetivo 1: Generar un modelo matematico capaz de simular

poblaciones bacterianas bajo el mecanismo de cross-feeding.

Como se describio en la seccion de métodos, el modelo desarrollado evoluciona en
base a reglas y dispone de los siguientes pardmetros: nimero maximo de metabolitos
distintos n, constantes a; y a,, probabilidad de mutar P, abundancia total de metabolitos

o Y el nimero de iteraciones por cada simulacion.

Para poner a prueba el rol del reciclaje de nutrientes y la disponibilidad inicial de
recursos en el sistema, primero se realizé un modelo nulo, en el cual todos los genotipos
consumen del mismo metabolito y ninguno de ellos puede reutilizar las moléculas
excretadas, vale decir, las mutaciones no le confieren a los individuos la capacidad de

metabolizar los metabolitos excretados por otros genotipos.

La Fig. 6 muestra un resultado representativo de esta primera simulacién, donde
los individuos mueren rapidamente bajo privacion de recursos, ademas de la emergencia
de no més de 5 mutantes a lo largo del tiempo.

800

Abundancia de Individuos
400

200
1

0 200 400 600 800 1000
Tiempo

Figura 6: Dindmica poblacional en ausencia de cross-feeding. Simulacion generada

conn =5, a1 =01; ap =0,15; P, = 0,02; ¢ = 1500 y 1000 iteraciones. Cada color
corresponde a un genotipo diferente.
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Posteriormente, se simulé una dinamica poblacional con los mismos pardmetros
utilizados en el modelo nulo, pero considerando el mecanismo de cross-feeding, definido
en estas condiciones como la capacidad que le confieren las mutaciones a las bacterias
para utilizar uno de los posibles metabolitos excretados al medios (escogidos
aleatoriamente entre el grupo de n metabolitos). Como se observa en la Fig. 7, la
poblacién permanece viva al menos 1000 iteraciones y durante las primeras 400 los
genotipos emergentes predominan el sistema de forma transitoria. Sin embargo, después

las mutantes ya no se excluyen entre si y coexisten de manera estable en el tiempo.

A partir de esta misma dindmica poblacional, se cuantificd la abundancia de los
metabolitos. En la Fig. 8 se puede ver que al comienzo hay una fluctuacion de sus
abundancias, pero luego se estabilizan de manera homogénea, con valores cercanos a
300 unidades cada uno. A partir de este resultado, junto con el de la Fig. 7, se puede
deducir que existe una denso-dependencia producto de la variacidn en las cantidades de
los distintos metabolitos, y por lo tanto, la estabilidad en sus abundancias implicaria la

generacién de probabilidades de supervivencia y reproduccion similares para todos

genotipos.
8
o
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Figura 7: Dindmica poblacional en presencia de cross-feeding. Simulacion realizada
conn =5, a; =0,1; ap = 0,15; P, = 0,02; o; = 1500 y 1000 iteraciones. Cada color
representa un genotipo diferente.
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Figura 8: Abundancia de metabolitos en presencia de cross-feeding. Valores

obtenidos de la dindmica poblacional de la Fig. 7. Cada color corresponde a un metabolito
distinto (n = 5).

3.2 Objetivo 2: Determinar la presencia de seleccion periddica,
coexistencia y la transicion entre ambas fases en las poblaciones

generadas.

Se continud analizando la misma poblacién de la Fig. 7. Primero se cuantificd el
namero de genotipos en el tiempo (Fig. 9a). Al comienzo, se puede ver una gran
variacion en las mutantes coexistentes, pero luego el valor se estabiliza en el maximo,
dado por n(n-1). Junto con esto, se calculé el indice de diversidad de Pielou, con el fin
de analizar qué tan homogéneas son las abundancias de los distintos genotipos. La Fig.
9b muestra que al comienzo existe una gran fluctuacion en el tiempo en los valores de
este indice, lo que da cuenta de periodos de dominancia de determinados genotipos,
cuando el valor es ~ 0. No obstante, a partir de t = 400 (aprox.) el indice se estabiliza en
un valor cercano a 1, lo que implica la presencia de abundancias homogénea de los
genotipos. Finalmente, se cuantificé la abundancia total de individuos (Fig. 9¢), donde

se observa un aumento significativo a la misma iteracion descrita previamente (t = 400).
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Figura 9: Analisis de diversidad y abundancia total de la poblacion. (a) Maximo de
genotipos dado por n (n - 1), siendo n = 5. (b) Indice de diversidad. (c) Estimacion del
numero total de individuos presentes en la poblacién.
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En resumen, podemos ver que el méximo de genotipos coexistentes (Fig. 9a) se logra al
mismo tiempo en que se estabilizan las abundancias de los metabolitos (Fig. 8), se
alcanza un indice de diversidad cercano al maximo (Fig. 9b) y hay un incremento

considerable en la abundancia total de los individuos presentes en el sistema (Fig. 9¢).

3.3 Objetivo 3: Evaluar la sensibilidad del modelo.

Con el fin de determinar si los resultados obtenidos en las figuras 7, 8 y 9 son
representativos y reproducibles, independiente de los parametros utilizados y de la
variacion producto de los procesos aleatorios presentes en el modelo, se realiz6 una
estimacion de la probabilidad de extincién de las poblaciones y del tiempo promedio al
cual se alcanza el maximo de genotipos coexistentes, como una medida de evaluacién de

la presencia de seleccion periddica y coexistencia.

Se simularon poblaciones con n = 5, 6 y 7, dejando fija la energia disponible
(o = 1500) y variando los valores de a; y ap, constantes que representan el valor de R;
necesario para alcanzar una probabilidad de 0,5 en Ps y P, , respectivamente. En estos
estudios ademas se evalto la influencia de 3 probabilidades de mutacion: 0,01; 0,02 y

0,03 (el detalle de los andlisis se puede encontraren la seccion de métodos).

La Fig. 10 muestra los resultados obtenidos para n = 5. En relacion al andlisis de
extincién en funcién de ay, se observa que al disminuir la probabilidad de mutacion
(Pm), la probabilidad de extincion es mayor y junto con esto, el intervalo de valores de o

en el que ocurre el paso de 0% a 100% de extincién también es mayor (Fig. 10a izq).

Respecto al estudio de coexistencia en funcion de oy, el gréafico de la derecha en la
Fig.10a muestra que al aumentar el valor de la constante, incrementa el tiempo promedio
en que se alcanza la maxima coexistencia, dada por n(n-1) genotipos. Esto indica que
una mayor estrictez en Ps (mayor requerimiento de metabolitos para una misma
probabilidad) genera variaciones en el periodo de tiempo en que se observa seleccion

periddica y coexistencia (intervalo posterior al tiempo promedio).
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Para los analisis en funcién de a;, se fijo el valor de o; de acuerdo al criterio
establecido en la seccién de métodos. En los resultados de la Fig. 10b se ve que, al igual
que para el estudio en funcion de a;, a menor Py, el porcentaje de extincion es mayor
para un mismo valor de a, (Fig. 10b izq). En relacion al andlisis de coexistencia, se
observa que para n = 5 no hay diferencias significativas entre los valores de Py
utilizados (Fig. 10b der).

Si comparamos los resultados de n =5 conn =6 yn =7 (Fig. 11 y Fig. 12), se
puede ver un comportamiento analogo para los 3 escenarios. Al evaluar las
probabilidades de extinciéon en funcién de ay, se observa un efecto similar en las
distintas condiciones, donde las principales diferencias se ven en el rango de a; al cual
se produce la mayor variacion en el porcentaje de extincion (paso de 0% a 100%),
siendo menores los valores de la constante a medida que aumenta el valor de n. Esto se
puede entender si se considera que al aumentar el nimero de metabolitos, las

abundancias absolutas se ven reflejadas en abundancias relativas menores.

Al evaluar la coexistencia en funcion de a;, se observa que al aumentar n, la
pendiente de aumento del tiempo promedio es mayor y las diferencias entre las Py, son
significativas (al disminuir Py, el tiempo en el cual se alcanza la maxima coexistencia es

mayor).

En relacién a variaciones en funcién de a;, se ve que los resultados del analisis de
extincion son similares para los 3 valores de n, tanto en el rango de la constante como en
las diferencias existentes entre los valores de Pp. Finalmente, respecto al anélisis de
coexistencia, se observan diferencias andlogas a las observadas en el comportamiento de

oy al aumentar el nimero de metabolitos disponibles en el sistema.
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Figura 10: Analisis de extincién y coexistencia para 5 metabolitos. Se utilizé
¢ = 1500 y 1000 iteraciones para todas las simulaciones. (a) Simulacion realizada con
o, =0,15. (b) Simulacion realizada con a3 = 0,1.
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Figura 11: Analisis de extincion y coexistencia para 6 metabolitos. Se utilizd
¢ = 1500 y 1000 iteraciones para todas las simulaciones. (a) Simulacion realizada con
o = 0,15. (b) Simulacion realizada con ¢; = 0,075.
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Figura 12: Anélisis de extincién y coexistencia para 7 metabolitos. Se utilizd
¢ = 1500 y 1000 iteraciones para todas las simulaciones. (a) Simulacion realizada con

o, =0,15. (b) Simulacién realizada con a3 = 0,055.
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4 Discusion

El proposito principal de este trabajo fue estudiar el efecto del mecanismo cross-
feeding en la dinamica de diversidad observada en cultivos bacterianos de largo plazo.
La forma de abordar este objetivo fue a través de la generacion de un modelo
matematico, capaz de proveer un contexto conceptual que permita guiar una futura

investigacion empirica.

Diferentes investigaciones se han enfocado en comprender dindmicas de
diversidad en poblaciones microbianas, sin embargo, la mayoria de estos estudios se
realizan bajo un suministro constante de nutrientes (generalmente glucosa), lo que no
refleja el estrés real presente en los ecosistemas naturales. Por esta razdn, nuestro trabajo
considerd un sistema analogo a cultivos de largo plazo, al cual no se le afiade ningun

componente luego de la condicion inicial.

Dentro del modelo de estudio escogido, se planted el mecanismo de cross-feeding
como aquel que permite explicar las dindmicas de diversidad presentes, dado que la
reutilizacion de metabolitos facilitaria una cooperacion entre los individuos, afectando
directamente la coexistencia y mantencion de una poblacion heterogénea por largos
periodos de tiempo. A su vez, esto permitiria explicar la existencia de las dos fases de
diversidad: seleccidn periddica y coexistencia, como consecuencia de la transicion entre
un reciclaje lineal y la formacion de ciclos que permiten un suministro constante de

determinados metabolitos.

Se formulé como primer objetivo generar un modelo matematico, capaz de simular
poblaciones bacterianas bajo las condiciones mencionadas. Este se llevo a cabo a través
de la creacion de un modelo que evoluciona en base a probabilidades de supervivencia y
reproduccion, ambas dependientes de la abundancia de los metabolitos consumidos por
cada genotipo, ademas de considerar una probabilidad de mutacién constante en el

tiempo. Si bien se sabe que la frecuencia de mutacion puede variar temporalmente
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dependiendo de las condiciones del sistema (nutrientes, temperatura, densidad
poblacional, etc.), estas probabilidades se mantuvieron constante para no interferir en el

estudio del mecanismo propuesto.

Junto con esto, el cross-feeding se planted de la siguiente forma: a t = 0 se
comienza con una poblacion que posee individuos genéticamente iguales, la cual
evoluciona en el tiempo, debido a las mutaciones que ocurren en presencia de la
probabilidad Py, dando paso a nuevos genotipos capaces de consumir y excretar

metabolitos distintos, escogidos aleatoriamente en el conjunto n.

Los resultados de este objetivo mostraron en primer lugar que en ausencia de un
reciclaje, la poblacion muere rapidamente (Fig. 6), lo que sugiere la importancia de la
reutilizacion de metabolitos presentes en el sistema. En evidencias empiricas (Zinser y
Kolter, 1999, 2000, 2004; Rozen et al., 2009) se ha visto que este reciclaje no sélo se
limita a los productos de excrecién, sino que también podria estar relacionado al
consumo de moléculas provenientes de células muertas, tales como aminoacidos, lipidos

y acidos nucleicos.

En segundo lugar se mostré que el cross-feeding favorecié la supervivencia de la
poblacién al menos por 1000 unidades de tiempo, donde fue posible observar fenémenos
de seleccion periddica y coexistencia (Fig. 7). Al estudiar la fluctuacion de los
metabolitos se vio que el paso entre ambos fendmenos estaba acompafiado de una
estabilidad en sus abundancias relativas (Fig. 8). La simetria en estas interacciones
positivas podria estar dada por la convergencia en las abundancias de las distintas
mutantes y en las abundancias de los metabolitos, debido a la existencia de una denso-
dependencia entre el genotipo productor de un metabolito y su genotipo consumidor.
Esto se debe a que una mayor abundancia del primero genera un aumento de dicho
sustrato, y por lo tanto las probabilidades de supervivencia y reproduccion del segundo
genotipo incrementan, generando a su vez un efecto sobre la adecuacion bioldgica. Un
estudio teorico reciente reafirma la idea de que la coexistencia de distintos genotipos es

producto de una equivalencia en sus adecuaciones biologicas, argumentando que esto
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provocaria la emergencia de neutralidad como resultado del proceso adaptativo en un
habitat finito (Keymer et al., 2008).

El segundo objetivo de este trabajo fue estudiar la dindmica de diversidad
emergente en las poblaciones generadas. Como se observa en la Fig. 9, el aumento en la
rigueza de mutantes se ve acompafiado de un indice de diversidad cercano a 1 y un
crecimiento significativo en la poblacion. Durante la fase de seleccion periddica, la
diversidad de genotipos es menor a lo observado en la fase de coexistencia, ademas de
una fuerte desigualdad en las abundancias de las distintas mutantes. En la fase de
coexistencia, por otro lado, la diversidad alcanza su maximo valor y la abundancia total

de la poblacién incrementa significativamente.

En términos ecoldgicos, podemos pensar que la coexistencia emerge como una
consecuencia de la diversificacion del nicho ecolégico, concepto definido como el
conjunto de factores que determinan la distribucion y abundancia de una poblacién o
especie. En este contexto, la diferenciacion en el nicho se debe a la especializacién de
los genotipos por el consumo de un terminado metabolito, de lo cual se infiere que la
diversidad maxima se alcanza cuando todos los nichos disponibles son utilizados. En
ambientes naturales, por ejemplo, existen ciclos biogeoguimicos conformados por
consorcios bacterianos, donde también es posible observar diversificacion en el nicho,
junto con una complementariedad en el rol que cumple cada especie en el ecosistema
(Finlay et al., 1997). Haciendo una analogia, estos sistemas se comportan de manera
similar a cultivos microbianos en presencia de cross-feeding, en los cuales los distintos
genotipos se ven representados por las distintas especies y donde los metabolitos, en

general, son los compuestos quimicos que conforman los ciclos biogeoquimicos.

Otra de las posibles causas del aumento en la riqueza de especies (en nuestro
contexto, la riqueza de genotipos) es la presencia de interacciones reciprocas que

generan ciclos de cooperacion, entendido en términos generales como procesos de
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facilitacion (Fridley, 2001). Junto con esto, nuestros resultados respaldan las teorias que
plantean que un aumento en la riqueza de especies favorece la productividad
(biomasa/unidad de tiempo) y como consecuencia la estabilidad de las funciones
ecosistémicas (Tilman, 1996; Tilman et al., 1996; Finlay et al., 1997). Una investigacion
desarrollada en comunidades microbianas ha corroborado que un aumento en la
homogeneidad de las abundancias de las distintas especies favorece la estabilidad del
sistema, al presentar una mayor resistencia a fluctuaciones ambientales y por lo tanto,

una mayor robustez a situaciones de estrés (Wittebolle et al., 2009).

Sin embargo, el resultado observado en la Fig. 9¢, donde se ve un aumento en el
tamafio total de la poblacién al incrementar la diversidad, no son similares a las
evidencias experimentales existentes de fase estacionaria de largo plazo, en los cuales la
poblacién tiende a mantenerse constante. Esto se puede comprender si se toma en cuenta
que el modelo propuesto mantiene la abundancia de los metabolitos constante, pero en la
realidad los organismos utilizan la materia organica para la produccion de energia (ATP)

y por lo tanto, la abundancia disponible en el sistema disminuye en el tiempo.

Finalmente, el Gltimo objetivo planteado fue evaluar la sensibilidad del modelo. A
partir de las figuras 10, 11 y 12 podemos concluir que el porcentaje de extincion
depende del valor de la constante que forma parte de la probabilidad de supervivencia.
Si se considera que ¢4 da cuenta de la abundancia relativa del metabolito a la cual Ps es
igual a 0,5; entonces se puede entender que a medida que aumenta el valor de n, se
requiere de una constante mas pequefia para observar un fenémeno similar, debido a que
la presencia de una cantidad mayor de metabolitos puede generar una disminucién en las

abundancias relativas, aunque las abundancias absolutas sean similares.

De esta forma, si el nimero de metabolitos disponible en los ecosistemas
microbianos es mucho mayor que 7 (n mas alto utilizado en estos analisis), entonces con

el modelo planteado, la poblacion se extinguiria rapidamente. Ademas, éste requiere de
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la presencia de ciclos para mantener el recambio de los metabolitos constante, los cuales
son poco estables en el tiempo. Por lo tanto, esto sugiere que los distintos mecanismos
involucrados a los procesos de diversidad debieran actuar de manera simultanea,
generando una sinergia reflejada en las complejas interacciones que existen en la
naturaleza. Podemos pensar que el cross-feeding no excluye la participacion de
fenotipos aventajados, capaces de utilizar compuestos organicos proveniente de células
muertas, e incluso esto favoreceria la diversificacion de los nichos. Ademas, tampoco se
descarta la presencia de seleccion dependiente de frecuencia y de una compensacion
demogréfica, producto de diferencias en la afinidad por los metabolitos entre los

distintos genotipos y puesto que estos podrian metabolizar mas de un tipo de sustrato.

Resumiendo, las conclusiones de este tercer objetivo son que el modelo es sensible
a las funciones que definen las probabilidades de supervivencia y reproduccion (en

términos de extincion), pero es robusto a las fases de diversidad generadas.

En términos generales, a partir de este trabajo se concluye que el cross-feeding
participa en la supervivencia y en la existencia de las distintas dinamicas de diversidad
observadas en poblaciones de largo plazo, bajo estrés de nutrientes, a diferencia de lo
planteado en trabajos anteriores, donde se propone que este mecanismo es menos
probable de encontrar en dichas condiciones, en relacion a otras formas de cultivo (como

quimiostatos) (Rozen y Lenski, 2000).

Por otro lado, es importante tener en cuenta que el mecanismo asociado a
emergencia de diversidad habitualmente es el proceso de mutacion. En general, se
atribuye que éste es el principal responsable de las dindmicas adaptativas, tomando en
cuenta que las mutaciones pueden ser favorables dependiendo de las condiciones del
ambiente en que se encuentran los individuos. No obstante, en poblaciones bacterianas
la transferencia horizontal de genes es trascendental para la supervivencia en

condiciones de estrés, lo que sugiere que también debiera considerarse en estos analisis.
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Por ultimo, es importante tener en cuenta que los modelos se construyen con la
finalidad de mejorar la comprension de un problema tedrico, asi como los experimentos
son generados para mejorar nuestro entendimiento de un problema empirico. Ademas se
debe considerar que ningin modelo tiene como objetivo duplicar en detalle lo que ocurre
en el mundo real, asi como tampoco existe un modelo Unico adecuado para un
determinado proposito, esto ya que no es posible maximizar simultaneamente

generalidad, realismo y precision (Caswell, 1988).
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5 Conclusiones

En ausencia de cross-feeding la poblacion muere rapidamente, lo que sugiere la
importancia de la reutilizacion de elementos generados en el sistema, ya sea
provenientes de la excrecion por parte de los mismos individuos o de células

muertas.

El reciclaje de metabolitos es capaz de explicar los fendmenos de seleccion
periodica y coexistencia observados en poblaciones bacterianas bajo privacion de
nutrientes, como consecuencia de la diversificacion en los nichos ecoldgicos de

cada genotipo.

El aumento en la diversidad, acompafiado de abundancias homogéneas de los
genotipos y un incremento considerable en el ndmero total de individuos en fase de
coexistencia, son resultados que respaldan las teorias planteadas sobre una estrecha

relacion entre riqueza de especies, productividad y estabilidad del sistema.

El modelo propuesto presenta sensibilidad frente a las funciones que definen las
probabilidades de supervivencia y reproduccion, pero se muestra robusto a la

presencia de distintas fases de diversidad (seleccién periddica y coexistencia).
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6 Proyecciones

Se pueden realizar distintos tipos de proyecciones, dependiendo del enfoque que
sea considerado. Por ejemplo, en relacion al modelo, las futuras investigaciones podrian

ser las siguientes:

e Realizar un modelo analitico, utilizando ecuaciones diferenciales. Esto le daria una
mayor robustez al modelo planteado en este trabajo, si los resultados obtenidos en

ambas condiciones son similares.

e Pasar de un modelo cualitativo a uno cuantitativo. De esta forma, se podrian
utilizar parametros que reflejen las condiciones reales de los cultivos utilizados

como referencia en este estudio.

En relacidn a futuras aproximaciones empiricas, podemos considerar las siguientes

investigaciones en cultivos de largo plazo:

e Evaluar a través de resonancia magnética nuclear la presencia de metabolitos

intermediarios de la glicdlisis y del ciclo de Krebs.
e Secuenciar los distintos genotipos y determinar sus mutaciones. Identificar cuéles

son los genes involucrados y si es que estos se relacionan con cross-feeding.

Por otro lado, se pueden hacer proyecciones orientadas al estudio de emergencia y

mantencion de diversidad en patrones espaciales de colonias de E. coli:

e Evaluar la presencia de fenotipos aventajados y si estos son capaces de dominar en

el sistema o si existe una limitacién espacial.

e Determinar la existencia del mecanismo de cross-feeding, a través un estudio a

nivel genético y uno a nivel quimico (presencia de metabolitos secundarios).
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