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Nuestro grupo de investigacion se formd
en el afio 1996, basandose en la experien-
cia adquirida por los doctores Lorén y Fusté

en el estudio de la estructura genética de
poblaciones bacterianas de Serratia marces-
cens, Escherichia coli'y Neisseria meningiti-
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dis. Mediante la aplicacion de la técnica de
electroforesis de enzimas multilocus (MLEE)
y, mas tarde, de la secuenciacion de genes
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multilocus (MLST, MLSA) se estudiaron dife-
rentes poblaciones de bacterias patogenas
y de interés industrial, como Haemophilus
influenzae, Vibrio cholerae, Pseudomonas
stutzeriy Aeromonas sp.

Hace mas de una década que el estudio de
la taxonomia, la filogenia molecular y la gené-
tica de poblaciones del género Aeromonas
constituye una de las principales lineas de
investigacion del grupo. Este género bacte-
riano es 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 espe-
cies definidas mediante métodos clasicos y
moleculares y con una taxonomia compleja
y alin no del todo resuelta. Los trabajos con
Aeromonas se iniciaron mediante un estudio
de caracterizacion fenotipica de cepas ais-
ladas de moluscos y aguas. Fruto de este
analisis fue la constatacion de la presen-
cia de distintas especies de Aeromonas en
estos habitats y la descripcion de dos nuevas
especies: A. molluscorumy A. bivalvium. De la
coleccion de cepas obtenida, se selecciona-
ron las pertenecientes al “complejo de espe-
cies Aeromonas hydrophila” (A. hydrophila,
A. bestiarum, A. salmonicida, A. popoffi), un
grupo de Aeromonas en el que es dificil esta-
blecer de manera clara la separacion entre
especies a nivel fenotipico y molecular, y se
llevé a cabo un estudio de genética de pobla-

ciones 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 molecu-
lares nos planteamos llevar a cabo un estu-
dio filogenético mediante la secuenciacion
de varios genes esenciales o conservados
(“housekeeping genes”). Los resultados
obtenidos con las secuencias de los genes
analizados han permitido la asignacion del
nombre de especie A. diversa para las cepas
anteriormente denominadas Aeromonas sp.
Grupo 501 y las reclasificaciones de una
cepa control de ensayos de calidad (A. hydro-
phila CIP 57.50 en A. salmonicida CIP 57.50)
y de Aeromonas hydrophila subsp. anaeroge-
nes dentro de A. caviae. Hemos secuencia-
do también los genomas completos de dos
especies de Aeromonas. A.molluscorum'y
A.dliversa.

Mas recientemente, el estudio de genéti-
ca de poblaciones realizado a partir de 1as
secuencias correspondientes a 6 genes
conservados (con60, dnad, gyrB, mah, recA,
rpoD) de 128 cepas representativas de las
especies del “complejo A. hydrophila”’, ha
puesto de manifiesto que se trata de un
grupo no monofilético, ya que precisamente
la especie que da nombre al grupo diverge
filogenéticamente de A. bestiarumy A. salmo-
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nicida. Este estudio ha desvelado que mien-
tras que A. salmonicida constituye un grupo
homogéneo de cepas (a pesar de estar cons-
tituido por 5 subespecies), en A. hydrophila
y A. bestiarum se separan distintos grupos.
Este trabajo se ha completado con un estudio
para establecer la posible existencia de genes
implicados en la virulencia de Aeromonasy la
determinacion de la capacidad de adheren-
cia, invasion y citotoxicidad de estas cepas
en cultivos celulares. El andlisis ha permitido
demostrar la presencia de diversos genes de
virulencia, tanto en cepas medioambientales
como en otras de origen clinico, y su capa-
cidad para adherirse e invadir los cultivos
celulares (Fig. 1).

Para evaluar si el gen recA podria ser un
buen marcador molecular del género Aero-
monas, se realizd un estudio filogenético
con 221 cepas representativas de todas
las especies de Aeromonas. En este trabajo
se identifico la presencia de un fragmento
recombinante en 4 cepas de Aeromonas
bestiarum de una longitud total de 248 pares
de bases, que afectaba a la region terminal
del gen recAy al inicio del gen recX. Se pudo
determinar que el posible origen de la region
recombinante seria una cepa de Aeromonas
eucrenophila. Todos los fragmentos eran
practicamente idénticos, diferian en pocos
nucledtidos, indicando que era una adquisi-
cion relativamente reciente.

Figura 1. Micrografias de células monocapa de Caco-2: A) células no infectadas (control, x10), B) y C) células infectadas con Aeromonas hydrophila CECT 5174 (x10 y x100,

respectivamente).
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Figura 2. Andlisis de diversificacion del género Aeromonas. El grafico semilogaritmico muestra la aparicion de linajes a lo
largo del tiempo (lineages-through-time o LTT plot) a partir del cronograma construido.

En la actualidad el grupo esta trabajando
en el estudio de los procesos de diversifica-
cion y especiacion y en nuevas aproximacio-
nes al estudio de la diversidad y la evolucion
bacteriana. Tradicionalmente la datacion, los
modelos de diversificacion y las tasas de
especiacion y extincion de una poblacion
se han determinado a partir del analisis del
registro fosil, o indirectamente a partir de
eventos geofisicos. Sin embargo, el registro
fosil no siempre esta disponible para todas las
especies, esta restringido a los ltimos 600
millones de afios, y en el caso de los procario-
tas es practicamente inexistente. La reciente
expansion de las filogenias moleculares ha
proporcionado la posibilidad de solventar este
problema. Desde los primeros modelos pro-
puestos por Nee y colaboradores en el afo
1994, se han desarrollado diversos métodos
para estimar los tiempos de divergencia y los
modelos de diversificacion de un linaje a par-
tir de datos moleculares, mas concretamente
a partir de filogenias reconstruidas con taxo-
nes contemporaneos.

Nuestros trabajos mas recientes se basan
en utilizar como modelo el género Aeromonas
para estimar el origen y los tiempos de diver-
gencia de los clados principales y determinar
el modelo y la tasa de diversificacion de este
género. A partir del arbol ultramétrico datado
(cronogramay), construido por inferencia baye-
siana a partir de las secuencias concatenadas
de dos 0 mas genes conservados, se puede
estimar el origen de este género y realizar
el andlisis de diversificacion. Los resulta-
dos obtenidos muestran que Aeromonas se
habria originado hace aproximadamente 250
Ma (periodo Pérmico-Triasico) y seguiria un
modelo de diversificacion constante (Fig. 2).
Mas recientemente, hemos aplicado un méto-
do de delimitacion de especies, el llamado
“Generalized Mixed Yule Coalescent” 0 GMYG,
a un grupo representativo de cepas de todas
las especies de Aeromonas. A partir de un
arbol filogenético, el método GMYC estable-
ce el umbral de divergencia que delimita las
especies basandose en el patron de ramas
del arbol, y fija la transicion entre el proceso
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de especiacion (inter-especifico) y el de coa-
lescencia (diversificacion intra-especifica). El
analisis ha permitido delimitar claramente las
especies de este género, incluso en el caso
de los conflictivos complejos de especies de
A. veroniio A. media.
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