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ESPECIAL «TAXONOMIA, FILOGENIA Y DIVERSIDAD»

Grupo de genética de poblaciones
bacterianas y filogenia molecular

Miembros del grupo de investigacién (de
izquierda a derecha): José Gaspar Lorén, Vicenta
Albarral, M. Carmen Fusté, Maribel Farfdn

y Ariadna Sanglas.

El grupo de investigacion de Genética de Poblaciones
Bacterianas y Filogenia Molecular forma parte del Depar-
tamento de Microbiologia i Parasitologia Sanitaries de la
Universitat de Barcelona. Desde el afio 1996 el grupo ha
sido reconocido como Grupo de Investigacion de Excelencia
por la Generalitat de Catalunya. También forma parte del
Institut de Recerca de la Biodiversitat (IrBio) de la Uni-
versitat de Barcelona.

Basandose en la experiencia adquirida previamente por
los doctores Lorén y Fusté en el estudio de la estructura
genética de poblaciones bacterianas de Serratia marcescens,
Escherichia coli y Neisseria meningitidis, en el afio 1996 se
formé este grupo de investigacion. Aplicando la técnica de
electroforesis de enzimas multilocus (MLEE), y més tarde
la secuenciacion de genes (MLST y MLSA), se estudiaron
diferentes poblaciones de bacterias patogenas y de interés
industrial, como Haemophilus influenzae, Vibrio cholerae,
Pseudomonas stutzeri y Aeromonas sp.

La genética de poblaciones estudia la variabilidad
genética de las poblaciones bacterianas a partir de las fre-
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cuencias alélicas de varios genes o «loci», y trata de expli-
car esta variabilidad en términos de mutacion, seleccion,
recombinacion genética, etc. El andlisis estadistico de estas
frecuencias permite establecer modelos de evolucion, que
nos ayudan a entender y predecir el pasado y el presente
del flujo génico en la poblacion.

Los estudios sobre genética de poblaciones bacteria-
nas se iniciaron en 1973 por parte de Milkman y mas tar-
de en 1980 por Selander y colaboradores, que aplicaron
la técnica estandar en la genética de poblaciones euca-
riotas, la electroforesis de enzimas multilocus o MLEE, a
Escherichia coli. Durante esta década el propio Selander y
otros autores estudiaron, utilizando esta metodologia, la
diversidad de varias especies bacterianas, principalmente
patégenas. En la mayoria de estas poblaciones bacterianas
se pudo detectar la existencia de un fuerte desequilibrio
de ligamiento en los loci analizados. Este hecho condujo
al establecimiento del paradigma clonal en las poblaciones
bacterianas: la existencia de un fuerte desequilibrio de
ligamiento implica que los fendmenos de recombinacion
son inexistentes o suceden con una frecuencia muy baja. Al
faltar un mecanismo que homogenice la variacion, las bac-
terias, de reproduccion estrictamente asexual, divergiran
continuamente como linajes independientes formados por
individuos practicamente idénticos. En 1993, John Maynard
Smith y colaboradores publican un trabajo en el que ponen
en duda la generalizacion del concepto clonal a todas las
poblaciones bacterianas. La influencia de los autores y la
consistencia del trabajo hicieron surgir las primeras dudas
acerca del paradigma clonal.

La bisqueda de métodos de analisis mas precisos y
reproducibles culmina hacia 1998, cuando Maiden y cola-
boradores introducen el tipado mediante secuenciacion
multilocus (MLST). EL enfoque MLST se basa en idénticos
presupuestos que la MLEE. Para cada cepa de un conjunto
lo mas amplio posible y que sea representativo de la diver-
sidad de la especie estudiada se secuencian fragmentos de
distintos genes (5-7). Para cada uno de los loci estudiados,
toda secuencia distinta (incluso una sola base) constituye
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un alelo diferente. Los alelos correspondientes a todos los
loci estudiados presentes en las distintas cepas consti-
tuyen su secuencia tipo o ST («sequence type»), perfil
alélico o genotipo. Al contrario que la MLEE, los datos
obtenidos mediante MLST son totalmente comparables de
un laboratorio a otro, facilmente validados y almacenados
electronicamente, pudiendo crearse bases de datos pablicas
para cada especie bacteriana estudiada.

En la actualidad el trabajo de nuestro grupo se centra en
la taxonomia, filogenia molecular y genética de poblaciones
del género Aeromonas. Este género constituye un modelo
idoneo para este estudio ya que es un grupo de bacterias
que incluye formas de vida libre, patdgenos oportunistas
y primarios, de una gran ubicuidad, con especies definidas
mediante métodos clasicos y moleculares y con una taxo-
nomia compleja y adn no del todo resuelta. Los trabajos
con este género bacteriano se iniciaron hace algo mas de
una década con un estudio de caracterizacion fenotipica de
cepas aisladas de moluscos y aguas. Fruto de este estudio
fue la constatacion de la presencia de distintas especies de
Aeromonas en estos habitats y la descripcion de dos nuevas
especies: A. molluscorum y A. bivalvium. De la coleccion
de cepas obtenida, se seleccionaron las pertenecientes al
«complejo de especies Aeromonas hydrophila» (A. hydrophi-
la, A. bestiarum, A. salmonicida, A. popoffii), un grupo de
Aeromonas en el que es dificil establecer de manera clara
la separacion entre especies a nivel fenotipico y molecular,
y se llevo a cabo un estudio de genética de poblaciones
con la técnica de MLEE. Los resultados mostraron que cinco
loci son suficientes para una excelente separacion de las
especies de este grupo.

Con el desarrollo de las técnicas de secuenciaciéon nos
planteamos llevar a cabo un estudio filogenético mediante
la secuenciacién de varios genes, genes esenciales o con-
servados («housekeeping genesy) y otros, como el flaA que
codifica la flagelina A del filamento del flagelo polar. La
secuenciacion de la region universal (UT) del gen que codi-
fica la chaperona Cpn60 ha demostrado ser una herramienta
molecular atil para asignar un nuevo aislado bacteriano a
una especie de este género. El gen de la malato deshidro-
genasa (mdh) ha permitido una buena separacién de las
especies de Aeromonas. Otro gen analizado, el gen flaA,
al tener una region central altamente variable, no fue Gtil
para la filogenia pero el analisis de sus secuencias detect6
la existencia de al menos dos tipos de flagelina distintos
que han evolucionado separadamente dentro de este géne-
ro. Ademas, los resultados obtenidos con las secuencias de
los genes analizados, han permitido la reclasificacion de
una cepa de A. hydrophila CIP 57.50, que se utiliza como
cepa control de ensayos de calidad, en A. salmonicida CIP
57.50, y la asignacion del nombre de especie A. diversa para
las cepas que anteriormente se denominaban Aeromonas
sp. Grupo 501.

Mas recientemente, el analisis de genética de poblacio-
nes realizado a partir de las secuencias correspondientes a
6 genes conservados (cpn60, dnaJd, gyrB, mdh, recA, rpoD)
de 128 cepas representativas de las especies del «complejo
A. hydrophila», ha puesto de manifiesto que se trata de
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un grupo no monofilético, ya que precisamente la especie
que da nombre al grupo diverge filogenéticamente de A.
bestiarum y A. salmonicida. Este estudio ha desvelado que
mientras que A. salmonicida constituye un grupo homogé-
neo de cepas (a pesar de estar constituido por 5 subespe-
cies), en A. hydrophila y A. bestiarum se separan distintos
grupos. Este estudio se ha completado con una serie de
ensayos para medir la adherencia, invasion y citotoxicidad
en cultivos celulares.

En la actualidad el grupo esta interesado en el estudio
de los procesos de especiacion y en nuevas aproximacio-
nes al estudio de la diversidad y la evolucion bacteriana,
como la secuenciacion masiva de genomas para realizar un
estudio filogenémico que permita completar los estudios
filogenéticos y determinar el pangenoma de este género.
La secuenciacién de estos genomas aportara también nue-
vos datos sobre los factores de virulencia implicados en
las infecciones producidas por Aeromonas, que podran ser
(tiles para la prevencion y control de posibles infecciones.
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